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 Zusammenfassung 
 
Die Gruppe der bromierten Flammschutzmittel (BFR) umfasst eine Vielzahl von Substanzen, 
die als Additive in vielen Verbrauchsgütern zu finden sind, z.B. in Computerbauteilen und 
Textilien. Zu diesen BFR zählen die polybromierten Diphenylether (PBDE), deren 
Verwendung aufgrund der Bioakkumulation in der Umwelt und der bereits gegebenen 
Exposition des Menschen in Europa und Nordamerika eingeschränkt wurde. PBDE erzeugen 
im Tierversuch neuronale Toxizität, Entwicklungstoxizität und endokrine Disruption. Die 
zugrunde liegenden Mechanismen der PBDE-Toxizität sind nur unzureichend verstanden, so 
dass eine endgültige Risiko-Bewertung noch nicht möglich ist. Strukturelle Ähnlichkeiten der 
PBDE mit dioxin-ähnlich wirksamen Substanzen, z.B. mit polychlorierten Biphenylen (PCB) 
und bromierten Furanen und Dioxinen, ließen auf eine Beteiligung des Aryl-Hydrocarbon-
Rezeptors (AhR) bzw. Dioxin-Rezeptors schließen. Der AhR ist ein Liganden-gesteuerter 
Transkriptionsfaktor, welcher die Expression von Fremdstoff-metabolisierenden Enzymen 
wie der Cytochrom-P450-Monooxygenase 1A1 (Cyp1A1) reguliert. Eine chronische 
Aktivierung des AhRs durch 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) führt zu 
pathophysiologischen Konsequenzen wie Entwicklungsdefekten und Kanzerogenese. 
 
Bisherige Studien über Interaktionen der PBDE mit dem AhR fokussieren auf die Aktivität der 
Cyp1A1 als Biomarker des AhR-Signalwegs. Einige Berichte in der Literatur belegen eine 
Induktion der Cyp1A1-Expression durch PBDE, andere wiederum zeigen keine Induktion und 
zudem gibt es Studien, welche sogar eine inhibitorische Wirkung der PBDE auf die Cyp1A1-
Expression demonstrieren. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie vier 
einzelne Umwelt-relevante PBDE-Verbindungen (BDE47, BDE99, BDE153 und BDE209), so 
genannte Kongenere, in 5L-Ratten-Hepatomzellen untersucht. Da jedoch bislang keine 
mechanistische Verbindung zwischen erhöhter Cyp1A1-Expression und AhR-vermittelter 
Toxizität etabliert werden konnte, wurde neben der Induktion des Biomarkers Cyp1A1 eine 
mögliche AhR-Aktivierung auf verschiedenen Ebenen untersucht. Genomweite 
Genexpressions-Analysen zeigten ein dioxinartiges Expressions-Profil und eine dioxinartige 
Inhibierung der zellulären Proliferation durch ein einfach gereinigtes PBDE-Kongener, das in 
der Umwelt dominierende 2,2´,4,4´-TetrabromBDE (BDE47). Die chemische Analyse dieser 
BDE47-Probe identifizierte eine Kontamination mit 2,3,7,8-Tetrabromdibenozofuran (TBDF), 
einem hochpotenten AhR-Liganden und zugleich eine mögliche Verunreinigung 
kommerzieller PBDE-Mixturen. Ein mehrfach gereinigtes BDE47 zeigte keine dioxinartigen 
Effekte mehr, wie auch für die übrigen getesteten PBDE-Kongenere beobachtet. Auch 
Experimente mit primären Ratten-Hepatozyten und humanen Hepatomzellen zeigten keine 
 substanzielle Aktivierung des AhRs durch PBDE. Überraschenderweise hatten BDE47, 
BDE99 und z.T. BDE153 eher eine inhibierende Wirkung auf die durch TBDF bzw. TCDD 
induzierte Cyp1A1-Proteinmenge. 
 
Entwicklungs- und Neurotoxizität sind bekannte schädliche PBDE-Wirkungen in Vertebraten. 
Studien der PBDE im Modell-Organismus Zebrabärbling (Danio rerio) zeigten, dass allein 
BDE47 morphologische Fehlbildungen in den Embryonen des Zebrabärblings induzierte, die 
sich von TCDD und TBDF induzierten Abnormalitäten unterschieden. Zudem wich das durch 
BDE47 differentiell regulierte Genexpressions-Profil stark von dem klassischer AhR-
Agonisten ab. Zusammenfassend betrachtet führten die getesteten PBDE-Kongenere nicht 
zu einer Aktivierung des AhR-Signalweges in Vertebraten, so dass eine agonistische AhR-
Interaktion als Grundlage der PBDE-Toxizität ausgeschlossen werden konnte. 
Genexpressions-Profile von BDE47 in Embryonen des Zebrabärblings und in 5L-
Hepatomzellen konnten neue Gen-Kandidaten der PBDE-Toxizität identifizieren. Die 
beobachtete Inhibierung des AhRs durch einzelne PBDE könnte zu einer Interferenz mit den 
physiologischen und detoxifizierenden Funktionen des AhRs führen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abstract 
 
Brominated flame retardants (BFRs) are a large group of substances used as additives in a 
variety of consumer goods, e.g. computer plastics and textiles. Among these BFRs are the 
polybrominated diphenyl ethers (PBDE) that have raised concern since they accumulate in 
the environment and in humans and usage has been limited for that reason. There are 
already reports on toxicity from animal studies indicating neuronal toxicity, developmental 
toxicity and endocrine disruption. Mayor gaps in our knowledge on PBDE toxicity and 
underlying mechanisms still exist to allow for proper risk assessment. Structural similarities of 
PBDE congeners with dioxin-like compounds such as polychlorinated biphenyls (PCB) or 
brominated furans and dioxins raised concern about possible activation of the aryl 
hydrocarbon receptor (AhR) also known as the dioxin receptor. AhR is a ligand-activated 
transcription factor regulating the expression of xenobiotic metabolizing enzymes such as 
cytochrome P450 monooxygenase 1A1 (Cyp1A1). Chronic AhR activation by environmental 
pollutants leads to pathophysiological consequences such as developmental defects and 
carcinogenesis.  
 
Most studies on PBDE interactions with AhR focused on Cyp1A1 activity as a biomarker for 
AhR signalling. Controversial findings dominate the literature: some reports demonstrate 
AhR activation by PBDEs, whereas others claim AhR inactivity and furthermore there are 
even reports on inhibitory action of PBDE on Cyp1A1 expression. To address this in the 
present study, I used four of the most abundant and environmentally most relevant PBDE 
compounds (BDE47, BDE99, BDE153 and BDE209) so-called congeners and analyzed their 
effects on AhR activity in 5L rat hepatoma cells. However, no mechanistic link could be 
established between Cyp1A1-induction and AhR mediated toxicity therefore I used not only 
cyp1A1 induction as a rather limited readout, but I also included several steps of AhR 
activation. Known downstream consequences of AhR activation including genome-wide 
alterations in target gene expression, nuclear translocation as well as inhibition of 
proliferation suggest a dioxin-like behavior of simply purified PBDE congener, the 
environmentally predominating 2,2´,4,4´-tetrabromo diphenyl ether (BDE47). Chemical 
analysis of the latter sample identified traces of 2,3,7,8-tetrabromo-dibenzofuran (TBDF), 
which is most likely responsible for AhR activation and potentially occurs as an impurity of 
PBDE mixtures. When a multistep purified BDE47 was used dioxin-like action disappeared 
as observed for the other congeners tested. Additional experiments with primary rat 
hepatocytes and human hepatoma cells indicated no substantial AhR activation by PBDE. 
 Contrary to the initial findings, BDE47, BDE99 and partly BDE153 rather exhibited inhibitory 
effects on TBDF- and TCDD-induced Cyp1A1. 
 
Developmental and neurological toxicity are well known adverse effects of PBDEs in 
vertebrates. In this study BDE47 triggered exclusively morphological malformations in 
zebrafish larvae, which are clearly different from the abnormalities triggered by the AhR 
agonists TCDD and TBDF. Similarly, genome-wide micro array analysis in zebrafish larvae 
exposed to BDE47 yield an expression signature distinct from those produced by classical 
AhR activators. In conclusion, PBDEs tested do not induce AhR signaling in higher 
vertebrates indicating that AhR activation may not be involved in PBDE toxicity. In fact, 
PBDEs rather inhibit AhR function and possibly interfere with its role in physiological and 
detoxification processes. Moreover, transcriptional profiling in zebrafish and in hepatoma 
cells provide novel target genes as potential mediators of BDE47 toxicity. 
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Einleitung 
1 
1. EINLEITUNG 
 
1.  Vorwort 
Persistente Verbindungen anthropogener Herkunft sind kein neues Problem in der 
Umwelt. Seit 1960 kamen vermehrt Diskussionen und Bedenken über eine starke 
Belastung von Mensch und Umwelt mit polychlorierten Kohlenwasserstoff-
verbindungen auf, zu denen polychlorierte Biphenyle (PCB) und polychlorierte 
Dibenzodioxine (PCDD) und Furane (PCDF) zählen. Die letzteren beiden werden 
zusammenfassend auch als Dioxine bezeichnet. Untersuchungen zur Toxizität und 
Studien zur Aufnahme dieser Verbindungen führten zu Restriktionen im Gebrauch 
der PCB und Maßnahmen zur Vermeidung der Entstehung von Dioxinen (z.B. bei der 
Müllverbrennung) in Westeuropa. Zeitgleich gibt es eine Reihe weiterer 
Verbindungen, deren Konzentrationen einen starken Anstieg in der Umwelt zeigen, 
hierzu zählen die bromierten Flammschutzmittel (Brominated flame retardants, BFR). 
 
Flammschutzmittel vereinen eine große Gruppe von Substanzen, die Verbrauchs-
gütern zumeist als Additive beigemischt werden. Im täglichen Leben sind BFR in 
Kunststoffen (Plastik), Textilien (bzw. deren Beschichtungen) und insbesondere in 
elektronischen Bauteilen (z.B. in Computern) zu finden. Die Verwendung auf Öl 
basierender und daher per se leicht brennbarer Kunststoff-Polymere macht den 
Einsatz von Flammschutzmitteln zur Gewährleistung von Feuerschutz und 
Brandsicherheit unerlässlich. Die größte Gruppe innerhalb der Flammschutzmittel 
bilden die polyhalogenierten Kohlenwassertoffverbindungen (ca. 25 % der 
Gesamtmenge), die wichtigste Untergruppe sind hierbei die bromhaltigen 
Flammschutzmittel. Insbesondere drei Verbindungen sind bezüglich ihres 
Produktionsvolumens von Bedeutung, das Tetrabrombisphenol A (TBBPA), 
Hexabromcyclododecan (HBCD) und die polybromierten Diphenylether (PBDE). Die 
Strukturformeln dieser bromierten Flammschutzmittel sind in Abb. 1.1 dargestellt. 
 
In der vorliegenden Arbeit sollen mögliche molekulare Mechanismen untersucht 
werden, die den bereits bekannten toxischen Effekten der PBDE-Mixturen und 
Kongeneren zugrunde liegen. Eine Betrachtung des Fremdstoffmetabolismus, der 
Einleitung 
2 
xenobiotischen Rezeptoren und der zugehörigen biotransformierenden Enzyme sind 
für das weitere Schicksal der PBDE-Kongenere nach Aufnahme und Distribution von 
Interesse. Es sollen zum Einen mögliche Effekte auf den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor 
(AhR)-Signalweg im Vergleich mit Dioxin untersucht werden und zum Anderen, ob 
weitere Ziele und Strukturen in der Zelle betroffen sind. Auf diese Weise soll zur 
Bewertung des toxischen Potentials der PBDE durch Aufklärung möglicher 
molekularer Mechanismen beigetragen werden. Die Bewertung der Toxizität und die 
die Abschätzung der Exposition ergeben in der toxikologischen Beurteilung das 
Risiko- bzw. Gefährdungspotential, welches von einer Substanz oder 
Substanzklasse wie den polybromierten Diphenylethern ausgeht.  
 
 
 
1.1  Bromierte Flammschutzmittel – polybromierte Diphenylether 
(PBDE) 
Zur Gruppe der bromierten Flammschutzmittel zählt eine Vielzahl von Verbindungen 
mit struktureller Diversität, deren generelle Gemeinsamkeit die Substitution mit Brom-
Atomen ist, welche als funktionelle Gruppe dienen. Durch Erhitzen der relativ labilen 
Brom-Kohlenstoff-Verbindungen formieren sich Bromradikale, die eine 
Unterbrechung der radikalischen Kettenmechanismen während der Flamm-
entstehung verhindern. Viele dieser BFR wirken in der Gasphase des entstehenden 
Brandherdes und können so die Flammentwicklung verzögern. Strukturell bestehen 
Polybromierte Diphenylether (PBDE) aus aromatischen Kohlenwasserstoff-
verbindungen, welche durch eine Etherbrücke verbunden sind. Sie können 
unterschiedlich viele Bromsubstituenten (1-10 Bromatome) haben, die generelle 
Summenformel lautet C12H(9-0)Br(1-10)O. Dadurch ergeben sich theoretisch 209 
Möglichkeiten (Kongenere) der Brom-Substitution. Die Nomenklatur der 
entsprechenden Verbindungen ist anhand einer festgelegten Nummerierung nach 
Anzahl und Position der Substitutenten durch die International Union of Pure and 
Applied Chemistry (IUPAC) bestimmt, z.B. 2,2´,4,4´-Tetrabrom-Diphenylether wird 
demzufolge als Kongener BDE47 bezeichnet (Abb. 1.1). 
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BDE47 (2,2´,4,4´-Tetrabromdiphenylether) 
BDE99 (2,2´,4,4´,5-Pentabromdiphenylether)
BDE153 (2,2´,4,4´,5,5´-Hexabromdiphenylether)
BDE209 (2,2´,3,3´,4,4´,5,5´6,6´-Decabromdiphenylether)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.1: Struktur der PBDE-Kongenere BDE47, BDE99, BDE153 und BDE209. 
Strukturformeln und 3D-Projektionen wurden mit der Software ChemWindow® (Bio-Rad, 
München) erstellt und zeigen die Planarität der Verbindungen errechnet nach der niedrigsten 
energetischen Konformation.  
 
 
PBDE finden in kommerziellen Mixturen Verwendung als additive Polymer-
Komponenten (z.B. in Polystyrolen, Polyurethan-Schäumen, Epoxydharzen), welche 
in Verbrauchsgütern wie Computern, elektronischen Bauteilen, Fernsehern, Textilien, 
Autos, Polstern und Baustoffen Verwendung zu finden sind. Diese kommerziellen 
Einleitung 
4 
PBDE-Mixturen bestehen aus Mischungen von unterschiedlich bromierten PBDE-
Kongeneren. So besteht der PentaBDE-Mix typischerweise aus tetra- und penta-
bromierten Kongeneren (Produktion in 2001: 7.500 t, 4 % Anteil) und der OctaBDE 
Mix überwiegend aus hepta- und octabromierten BDE-Kongeneren (Produktion in 
2001: 3.790 t, 2 % Anteil). Der DecaBDE Mix (Produktion in 2001: 56.100 t, 
27% Anteil) ist weiterhin in Gebrauch, er besteht überwiegend aus nona- und 
decabromierten BDE-Kongeneren. Der Anteil an BFR in Produkten kann 5-30 % des 
Gewichtes betragen, in Einzelfällen sogar mehr. Kommerzielle PBDE-Produkte 
bestehen bevorzugt aus Penta-, Octa- und Decabromdiphenylether Formulierungen. 
Die globale Produktion für PBDE-Produkte alleine betrug im Jahr 2001 noch 40.000 t 
(Darnerud et al. 2001).  
 
Seit dem Jahr 1970 stieg die gesamte Herstellung von BFR kontinuierlich an und 
erreichte eine jährliche Produktion von 210.000 t im Jahr 1999 („Bromine Science 
and Environmental Forum“, BSEF, 2000). In Europa verzichtet man seit Juli 2003 auf 
den Gebrauch der kommerziellen PBDE-Mixturen Penta- und OctaBDE, was durch 
eine restriktive EU-Direktive zum Gebrauch dieser Mixturen in Elektronik-Bauteilen 
bestätigt wurde (European Union, Restriction of Hazardous Substances Directive; 
Directive 2002/95/EC of the European Parliament and of the Council of 27 January 
2003 on the restriction of the use of certain hazardous substances in electrical and 
electronic equipment, OJ L37, page 19, 13. February 2003). In den USA folgte der 
größte Hersteller, Great Lakes Chemical Corporation, mit einem freiwilligen Verzicht 
seit Ende 2004 (Birnbaum und Cohen Hubal 2006). In Kalifornien ist der Verzicht auf 
PentaBDE und OctaBDE für 2008 beschlossen. Trotz der Limitierung im Gebrauch 
ist aufgrund des persistenten Charakters der PBDE eventuell erst in einigen 
Jahrzehnten mit einer Abnahme der Konzentrationen in den analysierten Matrizes zu 
rechnen, zumal ein weiterer Eintrag durch ältere flammgeschützte Produkte 
kontinuierlich stattfindet. Die Strukturen und dreidimensionalen Projektionen der 
wichtigsten in dieser Arbeit untersuchten PBDE-Kongenere (BDE47, BDE99, 
BDE153 und BDE209) sind in Abb. 1.1 dargestellt. Die Größe der Bromsubstituenten 
führt meist zu einer nicht-planaren Konformation der PBDEs durch stereologische 
Interferenz, wie die nach der niedrigsten energetischen Konformation berechneten 
3D-Projektionen der Substanzen zeigen (Sanders et al. 2005). 
Einleitung 
5 
HBCD (Hexabromcyclododecan) 
TBBPA (Tetrabrombisphenol A)
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Ein weiteres bromiertes FSM, das Tetrabrombisphenol A (TBBPA), nimmt mit einem 
Anteil von 59 % an der gesamten BFR Produktion (Bromine Science and 
Environmental Forum; BSEF, 2000) eine bedeutende Stellung ein. TBPPA ist ein 
bereits bekannter endokriner Disruptor, der das Schilddrüsenhormon-System betrifft 
und auch in humanen Schilddrüsen-Zellen In vitro-Effekte auf die Regulation des 
Zellzyklus und intrinsischer Signalwege zeigte (Meerts et al. 2000; Strack et al. 
2007). TBBPA (Abb. 1.2) ist interessanterweise das einzige BFR, das als reaktive 
Komponente in die Polymerstruktur flammgeschützter Produkte eingebunden wird. 
Hexabrom-cyclododecan (HBCD) ist das heutzutage am meisten hergestellte 
bromhaltige FSM. Man unterscheidet drei Diastereomere (Alpha, Beta und Gamma), 
wobei das Alpha-Diastereomer mit 80 % in den verwendeten kommerziellen Mixturen 
dominiert. HBCD (Abb. 1.2) hatte in einer Studie in Ratten eine induktive Wirkung auf 
den Fremdstoffmetabolismus gezeigt (Germer et al. 2006).  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.2: Struktur von Hexabromcyclododecan (HBCD) und Tetrabrom-bisphenol A 
(TBBPA). Strukturformeln und 3D-Projektionen wurden mit der Software ChemWindow® 
(Bio-Rad, München) erstellt und zeigen die Planarität der Verbindungen errechnet nach der 
niedrigsten energetischen Konformation. 
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1.2  PBDE-Exposition von Umwelt und Mensch   
PBDE und BFR allgemein haben einen nicht zu bestreitenden Vorteil in der 
Prävention und Reduzierung von Bränden, wodurch Leben gerettet werden können. 
Die Verwendung aber wurde vor allem ihrer Präsenz in der Umwelt wegen und 
aufgrund der Exposition von Mensch und Wildtieren gegenüber diesen Substanzen 
limitiert (Birnbaum und Staskal 2004). PBDE werden bereits als PCB der Zukunft 
bezeichnet. Die ermittelten PBDE-Konzentrationen in humanen Proben liegen im 
ng/g Lipid Bereich, während PCB mit Konzentrationen im µg/g Lipid Bereich noch 
dominieren. Trotz der limitierten Verwendungen und des Verzichts auf 
niederbromierte PBDE werden diese immer noch in der Umwelt detektiert und zeigen 
z.B. in den USA einen weiteren Anstieg der Konzentrationen auch im Menschen 
(Sjodin et al. 2003; Watanabe und Sakai 2003; Birnbaum und Cohen Hubal 2006). 
Geringer bromierte PBDE-Kongenere zeigen eine höhere Bioakkumulation und 
Persistenz als die höher bromierten Verbindungen, sie haben einen 
Biokonzentrationsfaktor von > 5000 (de Wit 2002). So findet man insbesondere die 
PBDE-Kongenere der PentaBDE-Mixtur allen voran in der Umwelt 
(Zusammensetzung: BDE99 und BDE100 [50-60 %], BDE47 [24-38 %], 
BDE153 [4-8 %]). Interessanterweise dominieren die Kongenere BDE47, BDE99, 
BDE100 und BDE153 in dieser Reihenfolge, obwohl dies nicht den Mengen-Anteilen 
in der kommerziellen PentaBDE-Mixturen entspricht, welche zweimal soviel BDE99 
wie BDE47 enthielt (Darnerud 2003). Es ist derzeit noch unklar, ob dieses Paradoxon 
der BDE47-Dominanz eine toxikokinetische Komponente aufweist, d.h. die Exkretion 
der PBDE-Kongenere aus dem Körper mit steigendem Grad an Bromsubstitution 
zunimmt, oder ob die höhere Umwelt-Exposition gegenüber BDE47 hierfür 
verantwortlich ist (Staskal et al. 2006 A, B und C). PBDE zeigen wie die meisten BFR 
eine abnehmende Wasserlöslichkeit mit zunehmender Bromsubstitution. Aufgrund 
dieser lipophilen Eigenschaften konzentrieren sich diese Verbindungen in der 
aquatischen Umwelt vor allem in Sedimenten. Die Verteilung und der 
Langstreckentransport von PBDE in der Umwelt erfolgt über Partikel und Sedimente, 
die Exposition von Tieren erfolgt hauptsächlich über die Nahrungskette. Die 
Belastung von Tieren gliedert sich hierarchisch in der Nahrungskette, so sind 
Beutetiere geringer belastet als Raubtiere. Ein genereller Trend der Belastung sieht 
wie folgt aus: Invertebraten < Fische < marine Säugetiere (Birnbaum und Staskal 
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2004). Auch hier ergibt sich wie zuvor ein ähnliches Muster an PBDE-Kongeneren, 
die in den Proben ermittelt werden, der Reihe nach wird mengenmäßig mehr 
BDE47 > BDE99 > BDE100 > BDE153 detektiert.  
 
Der Hauptweg der Humanexposition führt über die Nahrung und den Gastro-
Intestinaltrakt. Hohe Konzentrationen an PBDE konnten in fetthaltigen Lebensmitteln 
nachgewiesen werden, z.B. Fisch, Fleisch und Milchprodukten. Dieser Aufnahmeweg 
überschneidet sich mit der Aufnahmemöglichkeit für andere Schadstoffe, wie etwa 
für PCB und Dioxine (Darnerud et al. 2001). Auch die Raumluft wurde als ein 
denkbarer Expositionsweg für PBDE diskutiert (Sjodin et al. 2003). Die Aufnahme 
von PBDE orientiert sich auch am Grad der Bromsubstitution der Verbindungen. So 
wird BDE99 sehr gut absorbiert (> 50 % Resorption der aufgenommenen Menge) 
und das höher bromierte DecaBDE (> 10 % Resorption) weniger (Birnbaum und 
Staskal 2004). Die Toxikokinetik ist in Mäusen und Ratten bereits gut untersucht, es 
gibt Evidenzen für die Aufnahme der PBDE-Kongenere, Enzym-Induktion, 
Ausscheidung und Metabolismus (Hakk und Letcher 2003). Als besonders kritisch 
wird die Möglichkeit der Exposition gegenüber PBDE-Kongeneren von Säuglingen 
durch die Muttermilch betrachtet. Untersuchungen der Muttermilch schwedischer 
Frauen über einen Zeitraum von 25 Jahren (1972 bis 1997) haben gezeigt, dass sich 
die PBDE-Konzentrationen exponentiell erhöhten, mit einer Verdopplungszeit von 5 
Jahren im Beobachtungszeitraum (Noren und Meironyte 2000; Meironyte et al. 
2001). Die Werte stiegen von 0,07 ng/g Lipid auf 4,02 ng/g Lipid. Derzeit ist der 
Trend der Konzentrationen eher abnehmend, die Werte der Konzentrationen zeigten 
einen Rückgang zwischen 1998 und 2000 (Noren und Meironyte 2000). 
Interessanterweise sind die Konzentrationen im gleichen Betrachtungszeitraum in 
Proben aus den USA und Kanada um einen Faktor 10-100 höher als die in 
schwedischer oder japanischer Muttermilch (Proben in Schweden und Japan: 
Median 3,2 ng/g Lipid und 1,4 ng/g Lipid; Kanada und USA Median 25 ng/g Lipid und 
41 ng/g Lipid) und zeigen einen weiter steigenden Trend (Watanabe und Sakai 
2003). Auch in diesen Studien erwies sich das PBDE-Kongener BDE47 als das 
dominierende Kongener (Birnbaum und Staskal 2004).  
 
Interessanterweise werden höher bromierte PBDE-Kongenere nach Aufnahme relativ 
schnell wieder ausgeschieden, während für BDE47 in einer Studie mit schwedischen 
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Arbeitern keine klare Halbwertszeit der Ausscheidung ermittelt werden konnte 
(Sjodin et al. 1999). Versuche an Ratten konnten zeigen, dass BDE47 in männlichen 
bzw. weiblichen Ratten eine Halbwertszeit von 19 bzw. 30 Tagen hatte, während das 
DecaBDE in einer Teststudie bereits nach 3 Tagen zu 99 % mit dem Fäzes 
ausgeschieden war. Die Eliminierung via Urin betrug lediglich Bruchteile im Vergleich 
zur Eliminierung durch Fäzes. BDE47 akkumulierte in den Tierversuchen 
hauptsächlich im Fettgewebe von Ratten und auch von Mäusen.  
 
1.3  PBDE und der Fremdstoffmetabolismus 
Viele BFR sind nach Aufnahme in den Organismus metabolischen Prozessen 
zugänglich. So konnten oxidative und reduktive Debromierungen für PBDE-
Kongenere nachgewiesen werden, sowie eine durch oxidative Cytochrom P450 
Enzyme vermittelte Biotransformation (Hakk und Letcher 2003). Cytochrom P450 
Enzyme sind Monooxygenasen, deren funktionelle Gruppe ein Häm-Molekül ist. In 
einem von NADPH (reduziertes Nikotinamid-Adenindinukleotid-Phosphat, 
Reduktionsäquivalent) abhängigen Reaktionszyklus wird enzymatisch ein 
Sauerstoffatom auf ein Substrat übertragen. Diese Reaktion wird als Phase I der 
Detoxifizierung durch Funktionalisierung des Substrates bezeichnet. Oftmals erfolgt 
im Anschluss daran eine Phase II-Konjugationsreaktion, bei der an das zuvor 
oxygenierte Substrat an eine weitere funktionelle Gruppe gekoppelt wird, z.B. 
Glukuronsäure oder Schwefelsäure, wodurch die Wasserlöslichkeit des lipophilen 
Substrates zusätzlich erhöht wird. Als sogenannte Phase III-Reaktion oder 
Eliminierung erfolgt dann die Ausscheidung aus den Zellen durch Transportproteine 
und letztlich via Urin und/ oder Fäzes aus dem Organismus. Die Cytochrom P450 
Enzyme (Cyp) zählen zu einer Multigenfamilie fremdstoffmetabolisierender Phase I-
Enzyme, welche neben der Detoxifizierung des Substrates durch Oxygenierung auch 
zur Entstehung toxischer Metabolite beitragen können. Alle Säugetiere besitzen 18 
unterschiedliche Cyp-Familien, wovon die ersten drei Familien für die vorliegende 
Arbeit und den Fremdstoffwechsel von Bedeutung sind. Diese drei Familien, die 
Cyp1-, Cyp2- und Cyp3-Familie spielen zudem eine bedeutende Rolle im endogenen 
Metabolismus von Hormonen, z.B. im Stoffwechsel von Geschlechtshormonen wie 
dem Östrogen (Nebert und Dalton 2006).  
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Tatsächlich konnte in einigen Studien die Induktion des AhR-abhängigen 
Fremdstoffwechsels durch DE-71, die kommerzielle PentaBDE-Mixtur, in Form 
gesteigerter EROD-Aktivität beobachtet werden (Brouwer et al. 1998). Die Aktivität 
der Cytochrom P450 Monooxygenase 1A1 (Cyp1A1) kann mit dem Ethoxyresorufin-
O-Deethylase Assay (Ethoxyresorufin ist ein spezifisches Cyp1A1-Substrat) 
detektiert werden. Des Weiteren waren die Aktivitäten der Penthoxyresorufin-O-
Deethylase (PROD), welche die Aktivität der Cyp2B1 reflektiert, sowie die der UDP-
Glycosylltransferase (UDPGT), einem konjugierenden Phase II-Enzym, erhöht. Diese 
Effekte traten bei einer Konzentration der PBDE-Mixtur von bei 30-60 mg/kg Gewicht 
der Versuchstiere auf (Darnerud et al. 2001; Zhou et al. 2001 und 2002). In einer 
weiteren Studie hatte das Kongener BDE47 schwache, aber signifikante Effekte auf 
die Cyp1A1-Induktion (Hallgren und Darnerud 2002). Die Entstehung von 
hydroxylierten PBDE-Metaboliten in vitro und in vivo ist vielfach in der Literatur 
beschrieben (Hakk und Letcher 2003). Experimentelle Studien von Meerts und 
Mitarbeitern (2000 und 2001) belegten die Entstehung von solchen hydroxylierten 
PBDE-Metaboliten nach Inkubation der PBDE-Kongenere in induzierten Leber-
Mikrosomen. Die Existenz hydroxylierter PBDE-Metabolite konnten experimentell in 
Fäzes und Urin von Ratten und Mäusen nachgewiesen werden (Hakk und Letcher 
2003). Neben der Induktion von Enzymen des Fremdstoffwechsels werden PBDE-
Kongenere tatsächlich in der Ratte in vivo metabolisiert; so konnte die Bildung von 
geringen Mengen an hydroxylierten BDE47 und BDE99 gezeigt werden (Orn und 
Klasson-Wehler 1998). Verschiedene Toxizitäts-Studien belegen die Wirkung einiger 
Verbindungen aus der Klasse der BFR auf das endokrine System. So konnte gezeigt 
werden, dass hydroxylierte Metabolite des BDE47 mit dem Schilddrüsenhormon in 
vitro um die Bindung an das Schilddrüsenhormon-Transport-Protein konkurrieren 
können und potentiell die Exkretion des Hormons durch Induktion an der 
Biotransformation beteiligter Enzym beschleunigen könnten (Vos et al. 2003; Meerts 
et al. 2000). PBDE-Kongenere und die kommerzielle Mixtur DE-71 führten in 
bisherigen Untersuchungen zur Induktion des Fremdstoffwechsels in vitro und in vivo 
und wurden metabolisiert. 
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1.4  PBDE und Toxizität 
Die Verwendung von PBDE-Produkten rief aufgrund des lipophilen und inerten 
Charakters der Verbindungen die Bedenken hervor, es bestehe die Gefahr der 
Akkumulation in der Umwelt (Birnbaum und Staskal 2004; Birnbaum und Cohen 
Hubal 2006). So tragen die BFR selbst und ungewollte Nebenprodukte ihrer 
Herstellung, die bromierten Dibenzodioxine (PBDD) und -furane (PBDF), zu der 
bereits bestehenden Belastung von Umwelt (Darnerud et al. 2001; de Wit et al. 2002; 
Darnerud 2003; Law et al. 2003) und Mensch (Noren and Meironyte 2000; Covaci et 
al. 2002 und 2003) durch Schadstoffe bei. Für PBDE-Mixturen und einzelne 
Kongenere konnten toxische Effekte (z.B. endokrine Disruption) im Tierversuch 
nachgewiesen werden. Zudem entstehen, wie im Kapitel zuvor geschildert, neben 
den eigentlichen PBDE-Kongeneren hydroxylierte Metabolite, die wiederum toxische 
Effekte zur Folge haben können. Über die zugrunde liegenden Mechanismen der 
PBDE-Toxizität ist noch sehr wenig bekannt (Darnerud et al. 2001). Eine Reihe von 
Studien zeigt sehr deutlich, dass BFR das endokrine System in Säugetieren 
beeinflussen können (Vos et al. 2003). Durch dieses Kommunikationssystem des 
Körpers werden Stoffwechselprozesse wie Wasser- und Energiehaushalt und auch 
die Entwicklung des Organismus beeinflusst. Störungen dieser empfindlichen 
Homöostase können schwere pathologische Konsequenzen haben. 
 
Die BFR-Verbindungen TBBPA, PBDEs und HBCD hatten bereits in Studien in vitro 
Potential gezeigt, mit dem Thyroid- und Steroidhormonsystem zu interferieren. Das 
PBDE-Kongener BDE47 bzw. sein hydroxylierter Metabolit (6HO-BDE47) hatten eine 
stark anti-östrogene Wirkung (Meerts et al. 2001; Hamers et al. 2006). Auch 
antagonistische Wirkungen auf den Androgen- und den Progesteron-Rezeptor 
wurden in der Literatur beschrieben (Hamers et al. 2006). Neben der toxischen 
Wirkung der eigentlichen PBDE konnten auch hydroxylierte PBDE-Metabolite die 
Aktivität der Aromatase (Cyp19), einem Schlüsselenzym im Steroidhormonsynthese, 
negativ beeinflussen (Canton et al. 2005). Die Aromatase katalysiert die 
Umwandlung von Androgenen zu Östrogenen. Auch in vivo kam es durch DE-71, die 
kommerzielle PentaBDE-Mixtur, zu Effekten auf die Entwicklung des reproduktiven 
Systems, z.B. zur Verzögerung der Pubertät, Abnahme des Prostatagewichts und 
der Testes. Weiterhin führte DE-71, wie auch für einzelne PBDE-Kongenere 
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beobachtet (z.B. BDE47), zu einer Beeinträchtigung des Thyroid-Hormonsystems 
(Stoker et al. 2004). Das Schilddrüsenhormon-System beeinflusst die Entwicklung, 
die Reifung und den Stoffwechsel des Organismus. Hydroxylierte PBDE-Metabolite 
könnten mit dem Thyroidhormonsystem interferieren (Meerts et al. 2000; Darnerud et 
al. 2001). So hatten In vitro-Studien belegt, dass Produkte der Inkubation von PBDE-
Kongeneren mit β-Naphtoflavon (βNF)-induzierten Mikrosomen, einem klassischen 
AhR-Agonisten und Cyp1A1-Induktor, zur Kompetition des Schilddrüsenhormons mit 
seinem Transportprotein (TTR) führten, die PBDE-Kongenere selbst jedoch nicht 
(Meerts et al. 2000). Auch in vivo hatten hydroxylierte PBDE-Metabolite Effekte und 
interferierten mit dem Schilddrüsenhormon-System, indem sie zu einer 
Verminderung des im Blut zirkulierenden Schilddrüsenhormons Thyroxin (T4) führten 
(Hallgren et al. 2001; Zhou et al. 2001). Als zugrunde liegender Mechanismus dieser 
Disruption wurden folgende zwei Szenarien diskutiert: zum Einen die gesteigerte T4-
Exkretion durch Induktion von an der Biotransformation beteiligten Enzyme und zum 
Anderen die Kompetition von PBDE-Metaboliten mit T4 um die Bindung an das 
Thyroidhormon-Transport-Protein (TTR). Das Schildrüdenhormon Thyroxin (T4) und 
seine Wirkform Triiodthyronin (T3) waren in Versuchen mit Ratten nach Gabe der 
PBDE-Mixtur erniedrigt, während die Plasmaspiegel des Thyroid-stimulierenden 
Hormons (TSH) erhöht waren. Dieselbe Studie berichtet weiterhin von Effekten auf 
die Leber, sichtbar an einer Zunahme des Organgewichtes und hepatische 
Enzyminduktion, u.a. Cyp1A1, Cyp2B1 und UDPGT waren erhöht. Diese Effekte 
traten bei einer Konzentration der PBDE-Mixtur von bei 30-60 mg/kg Gewicht der 
Versuchstiere auf. Auch in Wildtieren, wie dem amerikanischen Falken (Falco 
sparverius), konnte eine Reduktion des T4 Levels durch PBDE beobachtet werden 
(Fernie et al. 2005).  
 
Des Weiteren zeigten PBDE-Kongenere in Tierversuchen toxisches Potential auf die 
Entwicklung des neuronalen Systems (Literaturübersicht in Costa und Giordano 
2007). So konnten in Experimenten mit Ratten, die während einer extrem sensitiven 
Phase der Gehirnentwicklung (Brain growth spurt, BGS) neonatal PBDE-Kongeneren 
ausgesetzt waren, neurologische Defekte im adulten Tier festgestellt werden 
(Eriksson et al. 2001; Eriksson et al. 2002). Nach BDE99-Exposition kam es zu einer 
Beeinträchtigung der spontanen mototrischen Aktivität, einer Veränderung der 
cholinergen Transmitter-Suszebtibilität und einer Disruption der Habituations-
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Fähigkeit (Viberg et al. 2002). Die PBDE-Kongenere BDE47, BDE99, BDE153 und 
BDE209 führten in Mäusen generell zu einer Beeinträchtigung des Lernens und des 
Gedächtnisses (Eriksson et al., 2001, 2002 and 2006; Viberg et al. 2003 A und B, 
2004, 2006 und 2007). Auch im Killifisch (Fundulus heteroclitus), konnten Störungen 
in Entwicklung und Verhalten nach PBDE-Exposition beobachtet werden (Timme-
Laragy et al. 2006). Die molekularen Mechanismen der toxischen Wirkung von PBDE 
Kongeneren auf das kognitive System und das Verhalten sind unklar. Auf zellulärer 
Ebene wurden in vitro akute und subakute PBDE-Effekte berichtet, z.B. Interferenzen 
von PBDE-Kongeneren mit intrazellulären Signalkaskaden im Gehirn (Kodavanti et 
al. 2005) sowie die Freisetzung von 3H-Arachidonsäure durch DE-71 in granulären 
Zellen des Zerebellums von Ratten (Kodavanti und Derr-Yellin 2002). Weitere 
toxische Effekte, welche im Zusammenhang mit der Gehirnentwicklung stehen 
könnten, sind die berichteten Wirkungen auf das Thyroidhormonsystem.  
 
Über möglich kanzerogene Effekte der PBDE ist derzeit wenig bekannt. 
Kanzerogenes Potential zeigte das DecaBDE in einer zweijährigen Langzeit-
Fütterungsstudie mit Ratten, durchgeführt vom nationalen Toxikologie Programm der 
USA (NTP 1986). Bei hohen Dosen (50.000 ppm) wurden neoplastischen Knoten in 
der Leber von männlichen und weiblichen Tieren festgestellt. Ein ähnliches 
karzinogenes Potential für DecaBDE konnte in männlichen Mäusen verifiziert 
werden. Die Autoren einer epidemiologischen Studie mit schwedischen Männern und 
Frauen hatte gezeigt, dass die Konzentration im Fettgewebe von Patienten mit „Non-
Hodgkin´s“ Lymphomen (NHL) mit 13,1 ng/g Lipid (BDE47 im Mittel) höher lag als in 
gesunden Patienten mit 5,1 ng/g Lipid (BDE47 im Mittel) und schlossen eine positive 
Korrelation nicht aus (Hardell et al. 1998). „Non-Hodgkin´s Lymphome“ sind maligne 
Neoplasmen, ausgehend von Mandeln (Tonsillen) oder Lymphknoten.  
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TBDF (2,3,7,8-Tetrabrom-dibenzofuran)
 TCDD (2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p -dioxin)
1.5  Molekulare Mechanismen des Fremdstoffmetabolismus  
1.5.1  Der Xenosensor Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) und Cyp1A1 
Die Strukturverwandtschaft der PBDE mit Polychlorierten Biphenylen (PCB) und 
anderen Dioxin-ähnlichen Verbindungen führte wie bereits geschildert zu Bedenken, 
dass eine Wirkung auf den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) bzw. Dioxin-Rezeptor 
möglich wäre. Der Begriff Dioxin umfasst polyhalogenierte Dibenzodioxine (PxDD) 
und -furane (PxDF), wobei sich der Begriff zumeist auf den bekanntesten und 
potentesten Vertreter, das 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) bezieht. TCDD 
(Abb. 1.3) wurde durch die IARC (International Agency for Research on Cancer) als 
humanes Karzinogen der Gruppe I klassifiziert (1997). Dioxine sind Kontaminanten 
anthropogenen Ursprungs, die z.B. bei der auf Chlorphenol basierenden Herbizid 
oder Holzschutzmittel-Herstellung, sowie bei Verbrennungs-Prozessen anfallen. Ihre 
Bekanntheit in der Öffentlichkeit erreichten Dioxine nach dem Vietnam-Krieg Ende 
der 1960er Jahre, wo mit Dioxin verunreinigte Entlaubungsmittel (Agent Orange) zum 
Einsatz kamen und sowohl Bevölkerung als auch Soldaten gesundheitlich 
belasteten. Eine erhöhte Zahl von Missbildungen unter Neugeborenen damals 
Dioxin-Exponierter wird diskutiert (Steenland et al. 2004; Warner et al. 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.3: Strukturformeln von 2,3,7,8-Tetrabromdibenzofuran (TBDF) und 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-Dioxin (TCDD). Strukturformeln und 3D-Projektionen wurden mit der 
Software ChemWindow® (Bio-Rad, München) erstellt und zeigen die Planarität der 
Verbindungen errechnet nach der niedrigsten energetischen Konformation.  
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Nach einem Unfall in einer Chemiefabrik im italienischen Seveso im Jahr 1976 
gelangten erhebliche Mengen Dioxin in die Umwelt, eine erhöhte Krebsrate unter der 
exponierten Bevölkerung war auffällig. Aufsehen erregend war eine Dioxin-Vergiftung 
von Viktor Juschtschenko im Jahr 2004, des ukrainischen Präsidenten, als Folge 
eines kriminellen Gift-Anschlags. Die Konsequenz war eine erhebliche Chlorakne, 
d.h. eine Hyperproliferation der Keratinozyten, die jedoch nicht letal war. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.4: AhR Signalweg nach TCDD-Aktivierung. Die Beschreibung des AhR 
Signalweges erfolgt im Text. Verwendete Abkürzungen: AhR, Aryl Hydrocarbon Rezeptor; 
ARNT, AhR Nukleärer Translokator; TCDD, 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin; XRE/DRE, 
Xenobiotisch/Dioxin-responsives Element. Die „Membran“ bezeichnet die zelluläre Membran, 
der Raum darunter das Zytosol bis zur Kernhülle. Nach Aktivierung des inaktiven 
zytosolischen AhR durch einen Liganden, z.B. TCDD (Dioxin) erfolgt die Translokation des 
AhRs in den Nukleus. Nach Bildung eines Transkriptionsfaktoren-Komplexes durch Hetero-
Dimerisierung mit ARNT wird die Transkription von Zielgenen induziert, z.B. der Cytochrom 
P450-Monooxygenase 1A1.  
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Der AhR wird typischerweise durch diese Dioxine und Dioxin-ähnliche Substanzen 
aktiviert und vermittelt deren Toxizität. Der AhR ist ein Mitglied der Familie basischer 
helix-loop-helix/Per-ARNT-Sim (bHLH/PAS) Transkriptionsfaktoren. Weitere 
Mitglieder dieser Transkriptionsfaktoren-Familie sind Per (Period), ARNT (AhR 
nuclear translocator) und SIM (Single minded), deren Funktionen ebenfalls in der 
Regulation physiologischer Prozesse liegen, z.B. der zirkadianen Rhythmik, der 
Hypoxie und in der Entwicklung. In der Zelle besitzt der AhR die Funktion eines 
Liganden-aktivierten Xenosensors und zudem erfüllt er eine physiologische Rolle als 
Regulator zellulärer Prozesse wie z.B. im Zellzyklus (Nebert et al. 2000; Puga et al. 
2002). Die physiologische Aktivierung des AhR und ein endogener Ligand hierfür 
sind bis heute nicht identifiziert. Verschiedene Mechanismen, wie etwa die 
Aktivierung durch zyklisches AMP (cAMP), einem second messenger) 
verschiedenster intrinsischer Signalwege, werden diskutiert (Oesch-Bartlomowicz et 
al. 2005). Nach Bindung eines exogenen Liganden (z.B. TCDD, Abb. 1.3) an den 
AhR, kommt es zu dessen Aktivierung und infolgedessen zur Translokation in den 
Zellkern (Abb. 1.4). Dort erfolgt die Bindung des Heterodimerisierungs-Partners 
ARNT, dem nukleären AhR Translokator, und es kommt zur Formierung des aktiven 
AhR/ARNT Transkriptionsfaktor-Komplexes. Dieser Komplex bindet an AhR-
responsive Elemente (AhRE) in Promotorbereichen von Zielgenen und führt zur 
Induktion der Transkription derselben, ein bekanntes Beispiel ist die TCDD-induzierte 
Expression der Cyp1A1 (Hankinson 1995). Cyp1A1 ist das am besten 
charakterisierte AhR-Zielgen für Dioxin-ähnliche Verbindungen. Die Induktion der 
Cyp1A1 bzw. deren enzymatische Aktivität wird als Bioassay zur Bewertung der 
Exposition gegenüber Dioxin-ähnlichen Verbindungen genutzt. Die Interaktionen von 
PBDE-Mixturen und einzelnen Kongeneren mit dem AhR Signalweg sind bereits 
Gegenstand vieler Untersuchungen gewesen. Hierbei zeigten einige PBDE-
Kongenere tatsächlich Potential, den AhR zu aktivieren, im Vergleich mit TCDD fiel 
dieses Potential jedoch sehr schwach aus (ca. 4-6 Potenzen niedriger als TCDD). In 
primären Ratten-Hepatozyten induzierten die Kongenere BDE77 und BDE119 
Cyp1A1-mRNA und -Protein (Chen und Bunce 2003). In ähnlicher Weise zeigten 
diese beiden Kongenere BDE77 und 119 ein AhR agonistisches Potential in einem 
Reportergen-Assay in Ratten Hepatomzellen, und die PBDE-Kongenere BDE47 und 
BDE99 in humanen HepG2 Zellen (Behnisch et al. 2003; Pacyniak et al. 2007). 
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Auch In vivo-Daten belegen die Induktion hepatischer Cyp1A1-Aktivität durch die 
kommerzielle PBDE-Mixtur DE-71 in Versuchen mit Ratte nach oraler Verabreichung 
(Zhou et al. 2002). DE-71 besteht nach BDE99 zum größten Teil aus BDE47 
(ca. 40 %), welches in der Umwelt das dominierende Kongener ist. Hohe Dosen der 
einzelnen PBDE-Kongeneren BDE47, BDE99 und BDE153 erhöhten die Cyp1A1-
mRNA-Level in der Leber der Ratten (Sanders et al. 2005). Im Gegensatz hierzu gibt 
es eine Reihe von Berichten über PBDE-Kongenere, ein AhR-antagonistisches 
Potential zu besitzen. Untersuchungen in verschiedenen etablierten Säuger-
zellkulturen und darüber hinaus in primären Hepatozyten des Karpfens, der Ratte 
und von Langschwanzmakaken belegten für einige PBDE-Kongenere (BDE47, 
BDE99 und BDE153) eine Inhibierung der TCDD-induzierten EROD-Aktivität und 
entsprechend verminderte CYP1A1-Proteinmengen (Chen und Bunce 2003; Kuiper 
et al. 2004; Peters et al. 2004; Peters et al. 2006 A und B). Zusammenfassend 
betrachtet zeigen einige PBDE-Kongenere und die kommerzielle Mixtur DE-71 AhR-
agonistische Effekte und Cyp1A1-Induktion, während andere Studien eher einen 
AhR-Antagonismus und eine Unterdrückung der Cyp1A1 berichteten. 
 
Der AhR vermittelt zudem die toxischen Effekte von 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-
dioxin (TCDD), dem stärksten bekannten AhR-Aktivator, sowie die der 
polyaromatischen Kohlenwasserstoffverbindungen (PAH). PAH aktivieren den AhR 
und induzieren ihren eigenen Cyp1A1-vermittelten Metabolismus, der in der Regel 
zur Entgiftung führt. Hohe PAH-Konzentrationen können jedoch auch zur Bildung 
toxischer Metabolite und zur Giftung führen (Nebert und Dalton 2006). Dahingegen 
werden permanente AhR-Liganden (TCDD) kaum metabolisiert, sondern aktivieren 
den AhR chronisch. Die Folgen dieser permanenten Aktivierung sind Teratogenität 
(Gaumenspalte in Mäuseembryonen), Chlorakne (Hyperkeratose), Rückbildung des 
Thymus (Involution) und auch Tumorpromotion (Bock und Köhle 2006). TCDD ist 
einer der stärksten bekannten Tumorpromotoren (Pitot et al. 1980). Eine chronische 
Aktivierung des AhRs durch Umweltkontaminanten, z.B. durch PBDE-Kongenere, 
könnten demzufolge pathophysiologische Konsequenzen wie etwa Kanzerogenese 
zur Folge haben (Moennikes et al. 2004; Andersson et al. 2002). Paradoxerweise 
scheint die Cyp1A1 eher eine protektive Wirkung zu besitzen, als zur metabolischen 
Potenzierung toxischer AhR Liganden beizutragen, wie in Versuchen mit Cyp1A1 
Knockout-Mäusen gezeigt werden konnte  (Nebert et al. 2004). Die genetischen 
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Programme nach Aktivierung des AhRs und deren Relevanz für die molekularen 
Mechanismen der Toxizität sind weitestgehend undefiniert. Mögliche Einflüsse von 
PBDE auf indirekte, nicht-genomische Effekte einer AhR Aktivierung sind unbekannt, 
etwa die Aktivierung von Mitogen-aktivierte Protein- bzw. Stress-Kinasen (z.B. p38) 
durch den Rezeptor und deren Substrate, z.B. Transkriptionsfaktoren wie c-Jun 
(Weiss et al. 2005). Vor kurzem wurde eine Funktion des aktivierten AhR als 
Ubiquitin-Ligase für den Estrogen-Rezeptor berichtet, eine weitere nicht-genomische 
Regulation (Ohtake et al. 2007). Die Suche nach neuen Zielgenen des AhRs brachte 
das Zellzyklus-inhibierende Protein p27Kip1 hervor, welches am TCDD-induzierten 
Zellzyklus-Arrest in 5L-Zellen beteiligt ist (Weiss et al. 1996; Kolluri et al. 1999).  
 
Um die Wirkmechanismen von PBDE-Kongeneren und die möglichen 
Beeinträchtigungen AhR-abhängiger Prozesse in der Zelle zu untersuchen, sollen 
zusätzlich zur Detektion der Cyp1A1 weitere Endpunkte der TCDD-Toxizität, etwa 
Proliferation und Zellzyklusverteilung, untersucht werden. Viele Studien bezüglich der 
Interaktionen von PBDE-Kongeneren mit dem AhR beziehen sich exklusiv auf die 
Induktion bzw. Aktivität der Cyp1A1 als Biomarker für eine Dioxin-Exposition. Es ist 
weithin bekannt, dass die Aktivierung des AhRs zur Induktion 
fremdstoffmetabolisierender Enzyme führt, z.B. des Cyp1A1 als bekanntestem AhR-
Zielgen (Nebert et al. 2004; Hankinson 2005). Bisher konnte jedoch keine 
mechanistische Verbindung zwischen der CYP1A1-Induktion und AhR-vermittelter 
Toxizität belegt werden. Beispielsweise wurde in einer Studie an zwei 
unterschiedlichen Rattenstämme gezeigt, dass die AhR-vermittelte Toxizität, wie 
Letalität, Leberschädigung und Tumorpromotion von der CYP1A1-Induktion 
entkoppelt werden kann (Tuomisto 2005). Obwohl beide Rattenstämme Cyp1A1 in 
Gegenwart von TCDD exprimierten, lag die letale TCDD-Dosis für 50 % (LD50) der 
Versuchstiere des einen Rattenstamms bei 10 µg/kg Körpergewicht, wohingegen der 
zweite Rattenstamm bei höchsten Konzentrationen (> 10.000 µg/kg Körpergewicht) 
keine oder geringste Letalität aufwies. 
 
Die Diskrepanz der Cyp1A1-Aktivierung durch kommerzielle PBDE-Mixturen auf der 
einen und die der Cyp1A1-Reprimierung durch individuelle Kongenere auf der 
anderen Seite soll in der vorliegenden Arbeit in einem geeigneten Hepatom-
Zellkultur-System untersucht werden. Für eine Übertragung der gewonnenen 
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Ergebnisse stehen humane hepatozelluläre Karzinom-Zellen, die HepG2-Zellkultur-
Linie, zur Verfügung. In vielen experimentellen Studien mit HepG2-Zellen 
exprimierten diese eine Vielzahl von AhR-Zielgenen nach TCDD-Exposition, u.a. 
Cyp1A1 (Puga et al. 2000).  
 
 
1.5.2  AhR und die Proliferation 
Der AhR vermittelt die toxischen und karzinogenen Effekte von TCDD (Nebert et al. 
2004), seine Rolle in der Promotion der Zellzyklus-Progression ist bekannt (Marlowe 
und Puga 2005). So ist beschrieben, dass TCDD in ruhenden und konfluenten 
WB-344 Leberepithel-Zellen der Maus zur Steigerung der Proliferation führt (Dietrich 
et al. 2002; Weiss et al. 2007). Allerdings ist die Rolle des AhR in der Zellzyklus-
Regulationen in verschiedenen Organismen und Modellsystemen scheinbar 
widersprüchlich. Denn im Gegensatz zu einer Steigerung der Proliferation zeigten 
Studien in proliferierenden 5L-Hepatomzellen der Ratte und in Maus-Thymozyten, 
dass TCDD die Progression des Zellzyklus AhR-abhängig hemmt (Weiss et al. 1996; 
Kolluri et al. 1999). Auch in vivo führte die Behandlung mit TCDD zu einer 
verminderten Proliferation in der regenerierenden Leber von Mäusen, die zuvor einer 
partiellen Hepatektomie unterzogen wurden (Mitchell et al. 2006).  
 
Die Regulation der Zellzyklusphasen erfolgt durch Cycline und Cyclin-abhängige 
Kinasen (Cyclin dependent Kinase, CDK). Die CDK katalysieren die 
Phosphorylierung von Zielproteinen spezifisch an Serin- und Threonin-Resten um die 
Regulation des Zellzyklus zu dirigieren (Sherr 2000). Die Aktivität der CDK wiederum 
hängt strikt von den Cyclinen (Cyclin A-I) ab, deren Expression während der 
Zellzyklus-Progression oszilliert. Die Expression verschiedener Cycline zum richtigen 
Zeitpunkt stellt die korrekte Aktivierung von spezifischen CDK sicher. Während der 
G1-Phase phosphorylieren z.B. der CyclinD/CDK4-Komplex und der CyclinE/CDK2-
Komplex das Retinoblastoma-Protein (pRb), wodurch dieses inaktiviert wird und so 
die Transition von der G1- zur S-Phase des Zellzyklus eingeleitet wird. Der 
Tumorsupressor pRb kontrolliert negativ den Transkriptionsfaktor E2F, welcher für 
die Expression S-Phase relevanter Cycline verantwortlich ist (Marlowe und Puga 
2005). In der frühen S-Phase kommt es dann zur Bindung von Cyclin A an die CDK2 
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und zum Ablauf der S-Phase. Die Aktivität der CDK2 kann durch kleine inhibitorische 
Proteine wie p27Kip1 und p21Cip1 reguliert werden. Beide gehören zur Familie der 
Kinase-interagierenden Proteine (CDK interacting protein, CIP). Eine Aktivierung 
solcher CDK-Inhibitoren (CKI), z.B. p27Kip1, führt so zur Inaktivierung der CDK, was 
wiederum eine Inaktivierung von pRb zur Folge hat (Bock und Köhle 2006). Kolluri 
und Kollegen (1999) konnten demonstrieren, dass TCDD die AhR-abhängige 
Expression von p27Kip1 induziert, einem CDK Inhibitor, und in Konsequenz dessen 
ein Zellzyklusarrest in der G1-Phase eintritt. Auch die AhR-abhängige, gesteigerte 
Expression des CDK2-Inhibitors p21Cip1 durch TCDD wurde berichtet (Bock und 
Köhle 2006). Ein Aspekt der Toxizität von dioxin-artigen Substanzen ist die 
Deregulation der Zellzykluskontrolle. Daher ist in dieser Arbeit auch die Auswirkung 
von PBDE-Kongeneren auf die Regulation des Zellzyklus als ein relevanter Endpunkt 
zellulärer Toxizität von Interesse. Die Untersuchung des AhR-Signalwegs und die 
AhR-abhängigen Zellzyklusregulation soll in den unter Kapitel 1.5.1 und 1.5.2 
zitierten 5L Ratten-Hepatomzellen und einem AhR-defizienten Subklon, den BP8 
Zellen, untersucht werden.  
 
1.5.3  Weitere Xenosensoren: der konstitutive Androstan-Rezeptor (CAR) 
und der Pregnan-X-Rezeptor (PXR) 
Einige Hinweise aus der Literatur deuten bereits auf eine Wirkung von PBDE-
Kongeneren auch über andere Wege des Fremdstoffwechsels außer einer 
potentiellen Aktivierung des AhR-Signalweges hin, u.a. die Induktion der Cytochrom-
P450-Monooxygenase 2B (Cyp2B)-Aktivität in der Ratte durch DE-71 (Zhou et al. 
2002). Neben dem AhR besitzt die Zelle noch andere Liganden-gesteuerte, 
Fremdstoff-Rezeptoren sowie eine Vielzahl an zugehörigen und metabolisierenden 
Cyp-Enzym Familien (z.B. die Cyp2B- und Cyp3A-Familien). Wie zuvor beschrieben 
(Kapitel 1.5.1) wird die Induktion der Cyp1A durch den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor 
(AhR), die der Cyp2B durch den konstitutiven Androstan-Rezeptor (CAR) und die der 
Cyp3A durch den Pregnan-X-Rezeptor (PXR) reguliert, wobei es überlappende 
Substratspektren und erhebliche Unterschiede zwischen den Spezies gibt (Whitlock 
1999; Willson und Kliewer 2002). Auch CAR und PXR unterscheiden sich wie der 
AhR von der Gruppe der nukleären Hormon-Rezeptoren, zu denen z.B. der 
Glukokortikoid-Rezeptor (GR) und der Estrogen-Rezeptor (ER) zählen. Die 
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Rezeptoren CAR und PXR sind neben dem AhR die bedeutendsten Regulatoren des 
Fremdstoffwechsels und der Biotransformation (Timsit und Negishsi 2007). Sie 
werden allerdings durch unterschiedliche Induktoren aktiviert und haben verglichen 
mit dem AhR ein unterschiedliches Substratspektrum. Auch für CAR und PXR sind 
bisher keine physiologischen Liganden bekannt. Aber eine physiologische Rolle der 
beiden Rezeptoren liegt in der Regulation von metabolischen Signalwegen, z.B. der 
Eliminierung von Cholesterin aus dem Körper.  
 
Ein typischer Aktivator der CAR-abhängigen Expression ist Phenobarbital, ein Anti-
Epileptikum, das zu einer gesteigerten Expression einer Reihe von Phase I-Enzymen 
(Cyp2B), Phase II-Enzymen (GST2, UDPGT, etc.) und Transport-Proteinen bzw. 
Phase III-Enzymen (MRP und OATP) führt. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Aktivierung des CAR zu einer Absenkung des Schilddrüsenhormon-Spiegels (T4) 
durch die erhöhte Induktion von biotransformierenden Enzymen und gesteigerter 
Konjugation des T4 mit Glukuron und Sulfat führte (Quantanani et al. 2005; 
Quantanani und Moore 2005). Eine analoge Wirkung ist für verschiedene PBDE-
Kongenere beschrieben (Vergleich Kapitel 1.4). Zu einer gesteigerten Cyp3A 
Expression kommt es nach einer PXR-Aktivierung durch Glukokortikoide 
(Dexamethason, Dex), Pregnan (z.B. Pregnenolon-16α-Carbonitril, PCN) und 
Makrolid-Antibiotika (z.B. Rifampicin, Rif). Das Spektrum durch CAR induzierter 
Phase I-, II- und III-Enzyme überschneidet sich mit dem Spektrum der durch PXR 
induzierter Zielgene. Ebenso aktivieren viele CAR-Liganden auch PXR, nicht jedoch 
umgekehrt. Beide Rezeptoren, CAR und PXR, weisen hinsichtlich ihrer Liganden 
eine enorme strukturellen Diversität auf. Darüber hinaus zeigen sie große 
Speziesunterschiede hinsichtlich der Liganden, so führen Rifampizin und 
Dexamethason im Menschen zur Induktion der Cyp3A4, während dies in der Ratte 
keine Wirkung zeigt (LeCluyse 2001). Umgekehrt bewirkt PCN nur in der Ratte die 
Induktion der Cyp3A-Familie, nicht aber im Menschen (Kocarek et al. 1995). Die 
Relevanz der humane Cyp3A4 liegt im Medikamentenstoffwechsel, der zu 50-60 % 
von diesem Enzym vermittelt wird, die Cyp2B trägt immerhin mit 25 % bei (Hewitt et 
al. 2007). Bekannte Arzneimittelinteraktionen bzw. -interferenzen gehen auf dieses 
CYP-Isoenzym zurück. Die Einnahme von Rifampizin und auch Johanniskraut-
extrakten (Hyperforin) führte in Transplantations-Patienten zu einem starken Anstieg 
der Cyp3A4, wodurch die Plasmaspiegel eines verabreichten Immunsupressivums 
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(Cyclosporin A) aufgrund einer beschleunigten Biotransformation und Eliminierung 
unterhalb des therapeutischen Bereiches absanken (Moore et al. 2000 A und B; 
Willson und Kliewer 2002). Solche Kontraindikationen wurden ebenso für eine Reihe 
weiterer Medikamente berichtet, z.B. für humane Kontrazeptiva. PBDE-Kongenere 
könnten so durch eine Cyp3A-Induktion zu einer Arzneimittel-Stoffwechsel-
Interferenz führen, und zum anderen zu einer Interferenz mit endogenen Funktionen. 
Kürzlich konnte eine Funktion der humanen Cyp3A4 im Metabolismus und 
Homöostase des wichtigsten weiblichen Geschlechts-Hormons, dem Östradiol, 
belegt werden (Yu et al. 2005). 
 
Eine mögliche Wirkung der PBDE-Kongenere auf die Expression der Cyp2B und 
Cyp3A soll in primären Ratten-Hepatozyten untersucht werden. Der Vorteil des 
Modellsystems isolierter Hepatozyten wird als besonders relevant angesehen, da 
diese ein komplettes Spektrum Fremdstoff-metabolisierender Enzyme und deren 
übergeordnete Rezeptoren in einem geordneten physiologischen Kontext aufweisen 
(Hewitt et al. 2007). 
 
 
1.5.4  Der Zebrabärbling als toxikologisches Modellsystem 
Neben seiner bedeutenden Rolle als „Modell-Vertebrat“ in der Entwicklungs-Genetik 
und der Neurobiologie ist der Zebrabärbling ein ideales Modell-System für die 
Untersuchung von Chemikalien. TCDD ist die im Zebrabärbling am besten 
charakterisierte toxische Substanz (Hill et al. 2005). Aufgrund der umfangreichen 
molekularen Grund-lagen aus der genetischen Grundlagen-Forschung wird der 
Zebrabärbling seit langem eingesetzt, um Neurotoxizität zu erforschen (Ton et al. 
2006). So konnten Effekte auf die embryonale Gehirn-Entwicklung nach TCDD-
Behandlung mit umweltrelevanten Konzentrationen festgestellt werden; ein 
Rückgang von mehr als 30 % der gesamten Neuronenzahl war die Folge (Hill et al. 
2003).  
 
Der Zebrabärbling stellt auch im Speziellen für TCDD ein ideales Modellsystem dar, 
gibt es doch bereits eine Reihe bekannter Endpunkte der TCDD-Toxizität. Nach 
Exposition von Zebrabärblings-Embryonen gegenüber TCDD kam es zur Bildung von 
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Ödemen des Dottersacks und des Perikards, zu Fehlbildungen des Herzens und der 
Gefäßsysteme und weiterhin zu Fehlbildungen des Kiefers als Resultat einer 
gestörten Knorpelentwicklung (Hill et al. 2005; Carney et al. 2006). Außerdem haben 
die Zebrabärblings-Embryonen nach TCDD-Exposition Probleme, die Schwimmblase 
korrekt aufzublasen (Carney et al. 2006). Interessanterweise sind die Komponenten 
des TCDD-aktivierten AhR-Signalwegs, wie auch viele Transkriptionsfaktoren 
generell, hochgradig zwischen Vertebraten-Spezies konserviert. TCDD führt im 
Zebrabärbling zur Aktivierung des Homologs AhR2 und zur Heterodimerisierung mit 
ARNT1, im Folgenden kommt es auch zur Induktion des Cyp1A1-Homologs 
(Andrearsen et al. 2002; Hill et al. 2005). Der Zebrafisch hat aufgrund von 
Duplikationen im Laufe der Evolution derzeit drei bekannte AhR-Varianten im 
Genom, zum Einen den AhR1A, welcher in die Entwicklung involviert ist und nicht 
TCDD bindet, und zum Anderen die Isoformen AhR1B und AhR2, welche TCDD 
binden (Wentworth et al. 2004; Hahn 2002). Der AhR2 vermittelt die TCDD-Toxizität 
im Zebrabärbling, es konnte gezeigt werden, dass das Ausschalten des AhR2 oder 
ARNT1 vor der TCDD-induzierten Fehlbildungen des Herzens und vor der Bildung 
des Perikard-Ödems schützt (Antkiewicz et al. 2006). Dagegen schützte das 
Ausschalten der Cyp1A1 des Zebrabärblings nicht vor der durch TCDD verursachten 
Toxizität. Des Weiteren findet man im Zebrabärbling auch einen funktionellen PXR 
und die Induktion der Cyp3A65, Homologe des PXR und der Cyp3A4 im Menschen 
(Tseng et al. 2005; Bresolin et al. 2005). Interessanterweise kam es nach Inkubation 
mit Dexamethason, PCN und Rifampizin zur Induktion der PXR-abhängigen 
Expression der Cyp3A65 (Moore et al. 2002) 
 
Augrund der Verwendung als Modellorganismus in der Genetik, der Komplexität als 
Organismus und der Konservierung physiologischer und toxischer Prozesse unter 
allen Vertebraten Spezies bieten Zebrabärblings-Embryonen ein ideales System zur 
Untersuchung von molekularen Toxizitäts-Mechanismen und zur Analyse von 
Entwicklungstoxizität. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass sich durch Analyse 
der genomweiten Gen-Expression spezifische Toxizitäts-Profile verschiedener 
Chemikalien ableiten lassen (Yang et al. 2007; Yang 2007). 
 
Einleitung 
23 
1.6  Problemstellung und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
Folgende Fragen sollen in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.  
 
1. Führen PBDE-Kongenere zu einer dioxinartigen Beeinflussung der AhR-
Aktivität gemessen an der Expression der Cyp1A1?  
 
2. Werden weitere AhR-Zielgene durch PBDE-Kongenere beeinflusst? Kann 
eine genomweite Analyse der Genexpressions-Profile nach PBDE-Inkubation 
Aufschluss über die molekularen Mechanismen der Toxizität geben?  
 
3. Gibt es weitere Mechanismen und Rezeptoren (z.B. CAR und PXR) für PBDE-
Kongenere in der Zelle?  
 
4. Sind toxische Effekte der PBDE-Kongenere auf die Entwicklung von 
Embryonen des Zebrabärblings (Danio rerio) zu beobachten?  
 
5. Können genomweite Analysen der Genexpression in Zebrabärblings-
Embryonen (Danio rerio) nach Inkubation mit PBDE-Kongenere neue 
differentiell regulierte Gen-Kandidaten identifizieren?  
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2. Material und Methoden 
2.1  Chemikalien  
In Tab. 2.1 sind alle Chemikalien und deren Bezugsquellen zusammengefasst, die in 
dieser Arbeit verwendet wurden.  
Tab. 2.1: Chemikalien und Bezugsnachweise. 
Chemikalie Bezugsquelle 
2,3,7,8-Tetrabromdibenzo-furan (TBDF) Campro Scientific GmbH, Berlin 
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) Cambridge Isotope Laboratories, MA, USA 
2,2´,4,4´-Tetrabrom-Diphenylether (BDE47) Dr. B. Kuch, Uni Stuttgart 
2,2´,4,4´-Tetrabrom-Diphenylether (BDE47hg) Prof. Å. Bergman, Uni Stockholm, Schweden
2,2´,4,4´,5 -Pentabrom-Diphenylether 
(BDE99) Dr. B. Kuch, Uni Stuttgart 
2,2´,4,4´,5,5´-Hexabrom-Diphenylether 
(BDE153) Dr. B. Kuch, Uni Stuttgart 
2,2´,3,3´,4,4´,5,5´,6,6´-Decabrom-
Diphenyether (BDE209) Dr. B. Kuch, Uni Stuttgart 
Hexbromcylclododecan (HBCD) Dr. B. Kuch, Uni Stuttgart 
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl- 
Tetrazoliumbromid (MTT) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Aceton Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Agarose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Annexin-V-FITC BD PharMingen, Heidelberg 
Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
β-Naphtoflavon (βNF) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Bromphenolblau SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Casyton Schärfe Systems, Reutlingen 
4,6-Diamino-2-Phenylindol (DAPI) Partec, Münster 
DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Ethanol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
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Chemikalie Bezugsquelle 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Ethylenglycoltetraessigsäure (EGTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Fetales Kälber Serum (FCS) PAA, Pasching, Österreich 
HEPES SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Leupeptin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Methanol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Natrium-Orthovanadate Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
NP-40 Igepal CA-630 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
PCB-Mischung, Arochlor1254 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Penicillin/Streptomycin Gibco Life Technologies, Karlsruhe 
Pregnenolon 16α- Carbonitril (PCN) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Polymethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Rifampizin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Rotiphores® Gel 30 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
1,4-Bis[2-(3,5-dichlorpyridoloxy)]benzen 
(TCPOBOP) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Toluol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Tween® 20 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
 
Für die Untersuchungen wurde mit einer Auswahl der wichtigsten weltweit in der 
Umwelt gefundenen PBDE-Kongenere in Form von Reinsubstanzen begonnen. Die 
PBDE-Kongenere BDE47, BDE99, BDE153 und BDE209 (vgl. Abb. 1.1) wurden von 
Dr. Bertram Kuch im Institut für Siedlungswasserbau, Wassergüte und 
Abfallwirtschaft der Universität Stuttgart (Leitung durch Prof. Metzger) synthetisiert, 
gereinigt und uns freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Eine weitere Probe 
BDE47hg (hg steht für hochgereinigt) wurde freundlicherweise von Prof. Åke 
Bergman, Institut für Umweltchemie, Wallenberg Labor, Universität Stockholm, 
Schweden, zur Verfügung gestellt. 
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2.2  Laborgeräte und Programmsoftware 
Die für die Experimente verwendeten Laborgeräte, Software zur Bedienung und zur 
Auswertung von Rohdaten, sowie deren Bezugsquellen sind in Tab. 2.2 
zusammengefasst. 
Tab. 2.2: Verwendete Laborgeräte und Software und deren Bezugsquellen. 
Gerät/Software Vertrieb 
Absorptionsreader VersaMax Molecular Device, CA, USA 
Brutschrank  Zebrafische Heraeus Christ, Fellbach 
Brutschrank CO2-Auto-Zero (B5061) Heraeus Christ, Fellbach 
Casy®1 Schärfe Systems, Reutlingen 
DigifugeGL Heraeus Christ, Fellbach 
Durchflusszytometer Flow Cytometer BD 
LRS Becton Dickinson, Heidelberg 
Durchflusszytometer Software CellQuest® Becton Dickinson, Heidelberg 
Durchflusszytometer Software Modfit® Verity Software House Inc., Maine, USA 
Elektrophorese Power Pac Basic Bio-Rad, München 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 Zeiss, Jena 
Fluoreszenzreader Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA 
GenePix®  4000 Scanner Molecular Devices, CA, USA 
GenePix® Pro 4.1 Software Molecular Devices, CA, USA 
Heidolph Polymax 1040 Schüttler G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik 
Sterilbank Lamin Air® HB 2460 Heraeus Christ, Fellbach 
Kühlzentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf AG, Hamburg 
Laborvortex Vortex Genie 2 Scientific Industries, NY USA 
Odyssey Scanner Li-Cor Bioscience, Bad Homburg 
Odyssey Software V 2.0 Li-Cor Bioscience, Bad Homburg 
PCR Primus 96 Thermocycler Peqlab, Erlangen 
PCR real-time ABI Prism 7000 Applied Biosystems AB, Darmstadt 
Spektralphotometer Nanodrop ND-1000 Peqlab, Erlangen 
Thermoblock Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 
Tischzentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg 
Mikroskop (Binokular)  Zeiss, Jena 
Zellkulturgefäße (Petri-Schalen, Flaschen) Nunc, Wiesbaden 
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2.3  Zellkultur 
Die in dieser Arbeit verwendeten adhärent wachsenden Zellkulturen wurden in 
DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) kultiviert, unter Zusatz von 10 % (v/v) 
fötalem Kälberserum (Fetal calf serum, FCS). Die Kulturmedien und deren Zusätze 
wurden stets steril filtriert (Bottle Top Filter, 0,22 µM Porenweite, Millipore, Bedford, 
USA) und die Zellen bei 37 °C und 8 % CO2-Atmosphäre in einem Brutschrank 
(Typ B5061 EK/CO2) der Firma Heraeus Christ (Fellbach) kultiviert. Die 
Zellkulturgefäße wurden von der Firma Nunc (Wiesbaden), Medien sowie alle 
Medienzusätze von der Firma Gibco Life Technologies (Karlsruhe) bezogen. Die 
Kultivierung adhärenter Zellen erfordert ein kontinuierliches Wachstum im 
subkonfluenten Bereich, weshalb die Zellen wöchentlich passagiert wurden. Dabei 
wurde altes Zellkulturmedium entfernt, die Zellen mit 1 x PBS (Gibco Life 
Technologies, Karlsruhe) gewaschen und anschließend mit Trypsin (Gibco Life 
Technologies, Karlsruhe) vom Zellkultur-Flaschenboden abzulösen. Nach Abstoppen 
dieser Prozedur mit Medium nach 2-10 min im Brutschrank bei 37 °C wurden die 
Zellen dann bei 350 x g (Heraeus Chrst, Fellbach) sedimentiert, in frischem Medium 
aufgenommen und die Zellzahl ermittelt (Casy, Schärfe Systems, Reutlingen).  
 
 
2.3.1  Herkunft und Kultivierung der Zelllinien 
2.3.1.1  Die Ratten-Hepatom-Zelllinien 5L (AhR+) und BP8 (AhR-) 
Die  Ratten-Hepatom Zelllinie 5L wurde bereits in der Literatur als ein ideales System 
zum Studium molekular-toxikologische Mechanismen des Aryl-Hydrocarbon-
Rezeptors (AhR) beschrieben (Weiss et al. 1996). Eine AhR-vermittelte Induktion des 
Fremdstoffmetabolismus und eine Störung der Zellzyklusregulation konnten in dieser 
Zelllinie nach Exposition gegenüber Dioxin (TCDD) demonstriert werden. Eine 
Variante der 5L-Zellen, die BP8-Zellen, exprimieren keinen AhR mehr. Durch 
Experimente in 5L und den AhR-defizienten BP8 kann auf die AhR-Abhängigkeit 
beobachteter Effekte geschlossen werden. Beide Zelllinien sind eine freundliche 
Gabe von Dr. Carsten Weiss (ITG, FZK) und Dr. Martin Göttlicher (GSF, München). 
Die Kultivierung beider Zelllinien erfolgte wie unter Kapitel 2.3 allgemein 
beschrieben, ohne weiteren Zusatz von Antibiotika. 
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2.3.1.2  Die humane Hepatozyten-Zelllinie HepG2 
Die humane Zelllinie HepG2 entstammt der Amerikanischen Zellkulturen-Sammlung 
(ATCC, HepG2 HB-8065). Diese Zelllinie wurde aus einem Hepatozellulären 
Karzinom eines männlichen Kaukasiers isoliert. Die Kultivierung erfolgte unter 
denselben Bedingungen wie 5L- und BP8-Zellen in DMEM ergänzt mit 10 % FCS 
(v/v). Hier wurden Antibiotika (1 % Penicillin und Streptomycin (v/v); Gibco Life 
Technologies, Karlsruhe) zugegeben. 
 
2.3.2  Bestimmung der Zellzahl 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einem Casy®1 Cell Counters (Schärfe 
Systems, Reutlingen). Hierzu wurden die adhärenten Zellen wie unter Kapitel 2.3 
beschrieben abgelöst und vereinzelt. Die Zellen wurden für die Messung 
entsprechend 1:100 mit Casyton® verdünnt. Die Methode der Zellzahlerfassung 
basiert auf einer Widerstandsmessung über die Membran der Zellen, wobei sich 
geschädigte Zellen von vitalen unterscheiden lassen. Die Messung erfolgte nach 
Herstellerangaben. 
 
2.3.3  Langzeitkonservierung und Auftauen von Zellen 
Die Langzeitlagerung der verwendeten Ratten-Zelllinien 5L und BP8, sowie der 
humanen Zelllinie HepG2 erfolgte durch Einfrieren in flüssigem Stickstoff bei -196 °C. 
Ein weiterer Vorteil dieser Art der Aufbewahrung ist Schutz vor durch Kontamination 
bedingtem Verlust der Zellkultur sowie vor genetischen Veränderungen. Proliferation 
und Stoffwechselaktivität kommen durch die extrem niedrige Temperatur des 
Stickstoffs zum Erliegen. Das Einfrieren von Zellen ist ein langsamer Prozess, die 
Einfriergeschwindigkeit beträgt 1°C pro Minute. Der Zellkultur werden hierbei 10 % 
DMSO oder Glycerin beigemischt, um so die Problematik der Kristallbildung zu 
unterbinden, welche zur Schädigung der Zelle führen würde. Dieser Vorgang ist 
reversibel und die Zellen können nach Bedarf wieder aufgetaut werden. Hierzu 
wurden die Zellen ein bis zwei Wochen kultiviert, bevor sie für Versuche eingesetzt 
wurden. 
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Der Einfrier-Prozess wurde in dem Gefriergefäß Cryo1°C-Freezing Container 
(NalgeneTM, Labware, USA) durchgeführt. Dieses wird mit Isopropanol gefüllt und 
bei 4° C bis zu seiner Verwendung vorgekühlt. Die Zelllinien wurden mit einer von 
Zellzahl 5 x 106 Zellen in 1 ml eiskaltem Medium (inkl. 10% DMSO) eingefroren. 
Zunächst für zwei Stunden bei -20°C und dann bei -80°C über Nacht gelagert. Die 
Langzeitkonservierung (Monate bis Jahre) erfolgte dann in den Kryogefäßen in 
flüssigem Stickstoff. 
 
 
2.4  Isolation und Kultivierung primärer Hepatozyten der Ratte 
Die Isolation primärer Hepatozyten der Ratte erfolgte nach einer von Seglen (1976 
und 1979) beschriebenen Methode. Die Tiere stammen aus eigener Zucht der 
Tierställe des ITG (FZK). Es wurden männliche Tiere des Rattenstamms BDX 
verwendet, die zum Zeitpunkt der Isolation 6-8 Wochen alt und ca. 190-220 g schwer 
waren. Die Isolation der Hepatozyten geschah in Kooperation mit dem Institut für 
Biologische Grenzflächen (IBG, FZK) mit freundlicher Unterstützung von Brigitte 
Lahni.  
 
Tab. 2.3: Zusammensetzung des Mediums für primäre Ratten-Hepatozyten. 
Leibovitz´s (L15) Medium 500 ml 
Amphotericin 1 µg/ml 
NaHCO3 20 mM 
Insulin (I-1882) 0,1 µM 
Dexamethasone 0,1 µM 
CuSO4 x 5 H2O 0,8 µM 
ZnSO4 x 7 H2O 2,6 µM 
MnSO4 x H2O 0,3 µM 
Selenige Säure 2 nM 
rmEGF 10 ng/ml 
HEPES 20 mM 
Penicillin/Streptomycin 1 % (v/v) 
Einstellen des pH-Wertes auf 7,36-7,4 mit NaOH, ad 500 ml L15-Medium 
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Nach erfolgreicher Isolation und einer Vitalität der primären Hepatozyten von 
mindestens 85 % wurden die Zellen über Nacht auf zuvor mit 10 µg/cm2 Collagen 
(Typ I aus dem Rattenschwanz; Roche Diagnostics, Penzberg) beschichteten 
Kulturschalen (Nunc, Wiesbaden) ausgebracht und über Nacht im Brutschrank bei 
37°C und 8 % CO2 anwachsen gelassen. Die Inkubation der Hepatozyten erfolgte mit 
wiederholter Gabe verschiedener Toxine für 72 h bis zur Ernte. Die 
Zusammensetzung des Mediums ist komplexer als bei der Kultivierung etablierter 
Zelllinien, die Inhaltsstoffe sind in der Tab. 2.3 angegeben. 
 
2.5  Kultivierung des Zebrabärblings (Danio rerio) 
2.5.1  Gewinnung und Kultur von Embryonen 
Wildtyp-Stämme des Zebrabärblings Danio rerio wurden nach der von Westerfield 
(2003) beschriebenen Methode in der Institutsinternen Einrichtung der Fischaufzucht 
(FZK) kultiviert. Die Wildtyp-Stämme „AB“, „AB0“ und „Tübingen“ des Zebrabärblings 
wurden für die Experimente verwendet. Embryonen wurden in Embryo-Medium 
(60 µg/ml Instant Ocean, Red Sea Ltd., TX, USA) kultiviert. Die Aufzucht und 
Gewinnung der Embryonen erfolgte freundlicherweise unter Hilfestellung von 
Dr. Lixin Yang (ITG, FZK). 
 
2.5.2  Morphologische Studien und Microarrays 
Der experimentelle Ansatz mit Embryonen erfolgte wie von Yang und Kollegen 
beschrieben (2007). Für morphologische Studien wurden je 20 Embryonen in 6-well 
Kulturschalen (Nunc, Wiesbaden) in 4 ml Embryo-Medium angesetzt. Die Exposition 
gegenüber verschiedenen Toxinen erfolgte im Embryo-Medium zu verschiedenen 
Zeitpunkten der Inkubation. Bei einer frühen Exposition wurden die Embryonen 
4-24 hpf (hours post fertilization) exponiert, eine einem späteren Zeitpunkt von 
96-144 hpf. Die photographische Dokumentation der morphologischen Studien 
erfolgte in einem LEICA  MZ16F Stereomikroskop und Kamerasystem (Leica 
Microsystems, Wetzlar), die frühe Exposition nach 72 hpf, die späte Exposition nach 
144 hpf. Die Kultivierung von Embryonen für Microarray-Experimente erfolgt in 
15 cm-Petrischalen (Nunc, Wiesbaden) in einem Volumen von 50 ml. Diese 
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Experimente wurden für die verunreinigte BDE47-Mischung und das hochreine 
Kongener BDE47hg durchgeführt. Die Konzentrationen wurden so eingestellt, dass 
möglichst wenig Embryonen starben. Die wenigen Toten der Inkubationen wurden 
verworfen und nicht in die Auswertung einbezogen. 
 
2.6  Vitalitäts- und Proliferations-Tests 
2.6.1  MTT-Vitalitäts-Assay 
Dieser Vitalitätstest beruht methodisch auf der Bestimmung der enzymatischen 
Aktivität von mitochondrialen Dehydrogenasen anhand des Farbstoffs MTT 
(3-[4,5-Dimethylthiazol 2-yl]-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid), wie von Mosmann 
beschrieben (Mosmann 1983). Die indirekte Messung der Stoffwechsel-aktivität 
ergibt ein Maß für die Vitalität der Zellen. Der Ansatz der Zellen für die MTT-
Vitalitätsbestimmung erfolgte Fällen in 96well Platten (Nunc, Wiesbaden) mit einer 
Zellzahl von 5x104 Zellen pro well und einem Volumen von 100 µl Zellkulturmedium. 
Die Bestimmung der Vitalität erfolgte nach 24 h Inkubation mit den verschiedenen 
Chemikalien. Die Zellen wurden dann mit 20 µl Triton X-100 10 % (Endkonzentration 
1 %) für 1 h inkubiert und die 96well Platten anschließend bei 350 x g und RT 
zentrifugiert. Dann wurden je 200 µl MTT-Inkubationspuffer (10 %) aus HBSS-Puffer 
(Gibco Life Technologies, Karlsruhe) und MTT-Stocklösung (5 mg/ml) zugegeben 
und für 2 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Lyse der Zellen wurde durch 
Zugaben von 60 µl 20 %ige SDS-Lösung in 0,02 M HCl über Nacht durchgeführt, 
dann wurden die Proben erneut bei 350 x g zentrifugiert und die Überstände bei 
550 nm im Absorptionsreader gemessen.  
 
2.6.2  LDH-Zytotoxizitäts-Assay 
Dieser Vitalitäts- bzw. Zytotoxizitäts-Assay misst die Aktivität der zytoplasmatischen 
Laktat-Dehydrogenase (LDH) als Maß für die Integrität der Zellmembran. In dieser 
Arbeit wurde das LDH-Zytotoxizitäts Kit (Roche Diagnostics, Penzberg) nach 
Angaben des Herstellers verwendet. Das Maß geschädigter Zellen wurde hier zum 
Einen auf die unbehandelten Kontrollen und zum Anderen auf eine mit 1 % 
Triton X-100 total lysierte Positivkontrolle bezogen. Der Ansatz der Zellen erfolgte 
wie für den MTT-Assay beschrieben (Kapitel 2.6.1). Die Proben wurden aus dem 
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Überstand der Zellen nach 24 h Inkubation entnommen und nach Analyse mit dem 
LDH-Zytotoxizitäts Kit bei 500 nm im Absorptionsreader gemessen. 
 
2.6.3  BrdU-Poliferations-Assay 
Der BrdU (5-Brom-2´-desoxyuridin) Assay dient der quantitativen Erfassung der 
Zellproliferation. Die Messung des BrdU-Einbaus während der DNA-Synthese wird 
mit einem spezifischen Antikörper in einem Enzym-gekoppelten Immunodetektions-
Assay (ELISA) Kit durchgeführt (Roche Diagnostics, Penzberg). Der Ansatz der 
Zellen erfolgte wie für den MTT-Assay beschrieben (Kapitel 2.6.1). Nach 24 h 
Inkubation mit verschiedenen toxischen Substanzen erfolgte nach Herstellerangaben 
eine Inkubation mit BrdU für ca. 2 h. Danach erfolgte die Fixierung und 
Denaturierung der Zellen, die Messung erfolgte bei 370 nm und die Referenz bei 
492 nm Wellenlänge.  
 
2.7  Proteinanalytik 
2.7.1  Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Die Proteinmengen von Zellextrakten wurden nach der Methode von Smith und 
Kollegen (1985) quantifiziert. Bei dieser Methode werden zu der Probenlösung eine 
frisch angesetzte Bicinchoninsäure (BCA)/Kupfersulfatlösung (Verhältnis 50:1 BCA 
(Pierce, Illinois, USA) und 4 %ige CuSO4 Lösung) zugegeben. Die Methode beruht 
auf der Komplexbildung von Proteinen mit Cu2+-Ionen in alkalischer Lösung unter 
Bildung eines violetten Farbkomplex bilden, der bei 562 nm im Absorptionsreader 
messbar ist. Die zu messenden Protein-Proben werden in BCA-Reagenz gegeben 
(Verhältnis 20:1 BCA Reagenz zur Probe) Die Konzentrationen wurden nach 
Messung mithilfe der SOFTmax®PRO Software (Molecular Devices, USA) 
ausgewertet.  
 
2.7.2  Herstellung von Ganzzellextrakten 
Nach Beendigung einer Inkubation wurden die Zellen wie unter Kapitel 2.3 
beschrieben mit Trypsin und anschließendem Waschen geerntet. Nach wiederholtem 
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Waschen der Zellen und Sedimentieren, wurden diese direkt in Lysis-puffer 
aufgenommen. Der Lysispuffer wurde stets frisch mit Protease-Inhibitoren versetzt. 
Die Lyse erfolgt für 1-2 h auf Eis mit anschließender Sedimentierung der Zelldebris 
bei 20.800 x g (4 °C) in einer Tischzentrifuge (Eppendorf AG, Hamburg). Nach 
Überführen des Überstandes, welcher den Zellextrakt beinhaltet, erfolgt eine 
Proteinbestimmung mit dem BCA-Assay (Kapitel 2.7.1). Für nachfolgende Versuche 
(Kapitel 2.7.4 und 2.7.5) wurden die Proteinmengen eingestellt und mit 2 x Laemmli- 
Puffer 1:1 (v/v) versetzt und mit einer Mischung von 1:1 (v/v) 2 x Laemmli-Puffer und 
Lysispuffer auf das endgültige Volumen eingestellt. Die Proteinproben wurden dann 
vor der Weiterverarbeitung für 5 min bei 95 °C erhitzt und anschließend auf Eis 
abgekühlt oder kurzfristig bei -20 °C bzw. längerfristig bei -80 °C gelagert. 
 
Tab. 2.4: Zusammensetzung der Reagenzien für die Protein-Lyse. 
Protein-Lysispuffer: 
Tris/HCL (pH 8,0) 20 mM 
Na-Pyrophosphat 40 mM 
NaF 50 mM 
MgCl2 5 mM 
EGTA 10 mM 
SDS 0,1 % (m/v) 
Na-Desoxycholate 0,5 % (m/v) 
Triton-X 100 1 % (v/v) 
 
Protease-Inhibitoren-Zusätze: 
Aprotinin 20 µg/ml 
Leupeptin 20 µg/ml 
PMSF 3 mM 
Na-Vanadat 100 µM 
2x Laemmli Lysis-Puffer: 
Tris/HCl (pH 6,8) 160 mM 
SDS 4 % (m/v) 
Glycerol 22,8 % (v/v) 
2-Mercaptoethanol 4 % (v/v) 
Bromphenolblau 0,08 % (m/v) 
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2.7.3  Trennung von Zytosol- und Kernextrakten 
Zum Nachweis der Translokation des Transkriptionsfaktors AhR vom Zytosol in den 
Nukleus wurden 2x106 Zellen in 10 cm Petrischalen (Nunc, Wiesbaden) in 5 ml 
Zellkultur-Medium mit toxischen Substanzen inkubiert. Nach 1-3 h wurden die Zellen 
durch Abschaben mit einem sterilen Zellschaber (Nunc, Wiesbaden) geerntet und 
durch Zentrifugation sedimentiert (350 x g). Anschließend wurde das Pellet 
mehrmals gewaschen und nach Absaugen des Überstandes in einem hypotonen 
Kernlysis-Puffer (100 µl) resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Durch 
Zugabe von 3 µl von 10 %igem NP-40 (Endkonzentration 0,3 %) und kräftigem 
Mischen mit einem Laborvortex (Vortex Genie 2, Scientific Industries, NY, USA) 
wurden die Zellen aufgebrochen. Nach Zentrifugation bei 9000 x g (4 °C) für 5 min 
wurden die noch intakten Kerne als glasiges Pellet sichtbar und konnten vom 
zytosolischen Überstand abgetrennt werden. Eine Überprüfung der Integrität der 
Kerne wurde im Lichtmikroskop vorgenommen. Die Lyse der Kerne erfolgt wie die 
Herstellung eines gesamten Zellextraktes durch Zugabe von Lysis-Puffer (Kapitel 
2.7.2).  
 
 
 Tab. 2.5:  Zusammensetzung des Kernisolations-Lysispuffer. 
HEPES 10 mM 
KCl 10 mM 
EDTA 0,1 mM 
EGTA 0,1 mM 
DTT 1 mM 
PMSF 0,5 mM 
Aprotinin 20 µg/ml 
Leupeptin 20 µg/ml 
Na-Vanadat 100 µM 
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2.7.4  SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Methode der SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese wurde zur Auftrennung der 
Gesamt-Proteinextrakte eingesetzt (Laemmli 1970). Die Auftrennung der Gesamt-
Proteinextrakte erfolgte in einem 5 %igen Sammelgel und je nach erwarteter Größe 
der zu untersuchenden Proteine in unterschiedlich konzentrierten Trenngelen (10 % 
und 12,5 % Acrylamid) bei einer angelegten Spannung von 170 V. Für die 
Herstellung der Gele wurde eine 30 %ige Acrylamid-Fertiglösung verwendet, welche 
bereits mit 0,8 % Bisacrylamid versetzt war (Rotiphorese® Gel 30, Carl Roth 
GmbH & Co, Karlsruhe). Tetramethylethylendiamin (TEMED) und Ammonium-
persulfat (APS) wurden zum Start der Polymerisation zugegeben. Die Polymerisation 
der SDS-Gele sowie die Elektrophorese erfolgten in einem vertikalen Gel-
Kammersystem (Bio-Rad, München). Als Größenstandard für die Auswertung und 
Beurteilung des Molekulargewichts anhand der Laufstrecke dient ein Protein-Marker 
mit verschiedenen Molekulargrößen (PageRuler Prestained Protein Marker 250-
10 kDa; Peqlab, Erlangen).  
 
 
Tab. 2.6: Reagenzien für SDS-Polyacryamid-Gele. 
Ansatz der Gele für SDS-PAGE: 
Sammelgel Trenngel 
Stocklösungen 
5 % 10 % 12,5 % 
Rotiphorese® Gel 30 1,70 ml 3,30 ml 2,05 ml 
1,5 M Tris (pH 8,8) - 2,50 ml 1,55 ml 
2 M Tris/HCl (pH 6,8) 0,62 ml - - 
20 % SDS 0,05 ml 0,05 ml 0,31 ml 
dest. H2O 7,47 ml 4,00 ml 1,30 ml 
10 % APS (m/v) 0,10 ml 0,10 ml 0,62 ml 
TEMED 0,01 ml 0,01 ml 0,06 ml 
  
Zusammensetzung des SDS-PAGE-Laufpuffers: 
Tris-BASE 25 mM 
Glycin 1,2 mM 
SDS 1 % (m/v) 
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2.7.5  Westernblot 
Die Trivialbezeichnung Westernblot bezeichnet das Protein-Blotting, d.h. den 
Transfer von Proteinen auf eine Membran und die anschließende Immundetektion 
mit spezifischen Antikörpern. In den vorliegenden Experimenten wurde ein nasses 
Elektro-Blotting Verfahren angewendet, bei dem zu blottende Proteingel komplett im 
Blot-Puffer auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran für Fluoreszenz-
Applikationen Immobilion-FL (Millipore, MA, USA) übertragen wird. Hierzu wird die 
Membran zuvor in reinstem Methanol aktiviert und H2O dest. gespült. Die Membran 
wurde zusammen mit dem zu blottenden Protein-Gel mit je zwei Lagen Whatman-
Papier (Bio-Rad, München) in eine Protein-Blotting-Apparatur (Bio-Rad, München) 
eingebaut und ca. 1-2 h (100 V) geblottet. Dieser Vorgang läuft unter ständiger 
Kühlung als Schutz vor Erwärmung der Proteine ab.  
 
Tab. 2.7: Zusammensetzung des Western-Blotting Puffers. 
Tris-BASE 25 mM 
Glycin 192 mM 
Methanol 10 % (v/v) 
 
2.7.6  Immunologischer Nachweis von Proteinen 
Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran für Fluoreszenz-
Applikationen (Millipore, NY, USA) wurde diese einige Minuten mit 1 x PBS Puffer 
ohne Detergenz gewaschen. Danach wurden durch 1 h Inkubation in originalem 
Odyssey-Blockierungspuffer (Li-Cor Bioscience, Bad Homburg) unspezifische 
Bindungsstellen auf der Membran abgesättigt. Die Inkubation mit dem jeweiligen 
primären Antikörper erfolgte in einer Mixtur aus 1:1 Teilen Odyssey Puffer und 
1 x PBS/T (PBS und 0,1 % Tween20 [v/v]) über Nacht bei 4 °C auf einem 
Schütteltisch und mehrmals wiederholtem Waschen in 1 x PBS/T. Die Inkubation des 
sekundären Antikörpers erfolgte dann für max.1 h bei RT im Dunkeln. 
Anschließendes Waschen in 1x PBS/T und die Lagerung in 1 x PBS erfolgten 
ebenfalls im Dunkeln. Die Auswertung der Signale wurde mit dem Odyssey® Infrarot 
Imaging Scanner durchgeführt (Li-Cor Bioscience, Bad Homburg). 
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Tab. 2.8: Liste der verwendeten Antikörper. 
Antikörper MW Vertrieb 
Primäre Antikörper 
Anti-AhR (SA-210) 97 kDa Biomol, Hamburg 
Anti-Aktin (sc-1616) 43 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., USA 
Anti-CAR (sc-50462) 46 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., USA 
Anti-COX2 72 kDa Biozol, Eching 
Anti-CyclinA2 (sc-751) 60 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., USA 
Anti- CYP 1A1 (sc-9828) 57 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., USA 
Anti-CYP2B1/2 (AB 1253) 56 kDa Millipore, MA,USA 
Anti-CYP3A1 (AB 1283) 58 kDa Millipore, MA,USA 
Anti-Lamin B (sc-6217) 67 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., USA 
Anti-p27Kip1 (sc-1641) 27 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., USA 
Anti-PCNA (sc-56) 36 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., USA 
Anti-PXR (sc-25381) 52 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., USA 
Sekundäre Antikörper 
Anti-Mouse IRDye 700 / Biomol, Hamburg 
Anti-Goat IRDye 700 / Biomol, Hamburg 
Anti-Rabbit IRDye 700 / Biomol, Hamburg 
Anti-Mouse IRDye 800 / Biomol, Hamburg 
Anti-Goat IRDye 800 / Biomol, Hamburg 
Anti-Rabbit IRDye 800 / Biomol, Hamburg 
Anti-Rabbit Alexa 546 / Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
2.8  Durchflusszytometrie 
2.8.1  DNA-Färbung 
Die Zellzyklusverteilung wurden in den Ratten-Hepatomzelllinien 5L und BP8 sowie 
in der humane Zelllinie HepG2 untersucht. Nach der Inkubation und Vereinzeln der 
Zellen erfolgte die Fixierung in 1 ml eiskaltem 1 x PBS Puffer aufgenommen durch 
langsames und tropfenweises Zugegeben von eiskaltem Ethanol (-20 °C) für 1 h auf 
Eis. Nach dem Sedimentieren der Zellen bei 350 x g (4 °C) für 5 min und Entfernen 
aller Ethanol Spuren wurde das Pellet in wässriger DAPI (4,6-Diamino-2-
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Phenylindol)-Lösung (Partec CyStain® „DNA one Step“, Münster“) rehydratisiert und 
resuspendiert. Die Anfärbung der DNA erfolgte min. 30 min bis über Nacht bei 4 °C 
im Dunkeln.  
 
2.8.2  Bestimmung der Zellzyklus-Phasenverteilung 
Die Proben wurden in einem BD LSR II-Durchflusszytometer mit UV-Laser (Becton 
Dickenson, CA, USA) analysiert und die gewonnenen Daten mit der CellQuest® 
Software (Becton Dickenson) prozessiert und statistisch mit Modfit® ausgewertet 
(Verity Software House Inc., Maine, USA). Jeder Messpunkt repräsentiert die 
Fluoreszenz von 30.000 gemessenen Ereignissen. Die Messung erfolgte bei einer 
Die Anregung  erfolgte im UV-Bereich bei einer Wellenlänge von 358 nm, die 
Messung der Emission bei 461 nm. 
 
2.9  Fluoreszenzmikroskopie 
2.9.1  Immunhistochemische Färbung fixierter Zellen 
Für den Nachweis der Translokation des AhRs nach Aktivierung in den Kern wurden 
5L und BP8 Zellen so angesetzt, dass sie zum Zeitpunkt des Inkubationsstarts 80-
90 % Konfluenz erreicht hatten. Das Ansetzen der Proben erfolgte in 24-well Platten 
(Nunc, Wiesbaden) mit einer Zelldichte von 5 x 104 Zellen pro 1 ml auf sterilen 
Deckgläschen (Carl Roth, Karlsruhe). Nach Absaugen des Inkubationsmediums 
wurde die Probe mit kaltem 1 x PBS gewaschen und dann für 30 min in 4 %igem 
Parafomaldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) auf Eis fixiert. Die 
Zellmembran wurde zur Detektion von intrazellulären Proteinen mit PBS/T (0,1 % 
Triton-X100) permeabilisiert und anschließend mit 1 x PBS ohne Triton-X100 
gewaschen. Des Weiteren erfolgte ein zusätzliche Behandlung mit Methanol 
(vorgekühlt -20 °C) für 10 min auf Eis. Nach Abdampfen des Methanols und 
wiederholtem Waschen in 1 x PBS/T Puffer wurde die Probe mit BSA-haltigem PBS 
(5 % [m/v]) für 1 h bei RT geblockt. Die Inkubation des primären Antikörpers Anti-
AhR (Biomol, Hamburg) erfolgte in BSA-haltigem 1 x PBS/T (0,1 % Triton-X100 [v/v],  
5 % BSA [m/v]) in einer 1:200 Verdünnung über Nacht bei 4 °C. Nach Waschen in 
1 x PBS/T und BSA-haltigem 1 x PBS/T (diesmal 0,1 % BSA [m/v]) wurde der 
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sekundäre Antikörper, ein Anti-Rabbit Alexa®-546-Konjugat, ebenfalls 1:200 
verdünnt und abgedunkelt 1 h bei RT inkubiert. Nach Waschen in 1 x PBS/T wurden 
die Proben-Deckgläschen auf Objektträger nach Hersteller-Angaben mit ImmuMount 
(Thermo Shandon, USA) aufgebracht und über Nacht bei 4 °C aushärten gelassen. 
Die Analyse der Proben erfolgt in einem Axiovert S-100 Fluoreszenzmikroskop der 
Firma Zeiss. Mit Hilfe einer CCD Kamera (Hamamatsu, Japan) können die Bilder 
digital gespeichert und anschließend im Computer mittels der Software Openlab 
(V3.0.3) weiterverarbeitetet werden. 
 
2.9.2  DNA-Färbung mit Hoechst H 33342 
Die Zellkerne der Proben für die Immunhistochemischen Färbung wurde mit 10 µM 
Hoechst H 33342 (Bisbenzimid, Sigma-Aldrich) für 30 min bei 37 °C im Brutschrank 
gefärbt. Die Betrachtung der Proben erfolgt in einem Fluoreszenzmikroskop 
(Axiovert S-100, Zeiss) bei einer maximalen Anregungvon 360 nm) und einer 
Emission von 460 nm, parallel zur Betrachtung der immunhistochemischen Färbung 
als Kontrollfärbung für die Zellkerne.  
 
 
2.10  RNA-Analytik 
2.10.1  Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellkulturen 
Die Isolierung der gesamten RNA aus 5L- und BP8-Zellen erfolgte direkt nach der 
Exposition der Zellen nach 24 h Inkubation. Zur Extraktion wurde das Nucleospin® 
RNA-Isolations-Kit (Macherey & Nagel, Dueren) verwendet, der Prozess erfolgte 
nach den Angaben des Herstellers. Eventuelle Kontamination durch genomische 
DNA wurde durch einen RNase-freien DNase-Verdau während der Extraktion 
beseitigt. Die so gewonnene gesamte RNA wurde sofort bei -80 °C bis zur 
Weiterverwendung gelagert, um einen möglichen Abbau durch die ubiquitär 
vorhandenen RNasen zu verhindern. Die Bestimmung der RNA-Gesamt-
Konzentration erfolgte durch Messung im Nanodrop-Spektralphotometer ND-1000 
(Peqlab, Erlangen).  
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2.10.2  Synthese der cDNA 
Vor der quantitativen real-time PCR erfolgte eine Umschreibung der mRNA aus der 
gesamten RNA in copyDNA (cDNA). Hierzu wurde 1 µg gesamte RNA eingesetzt 
und mittels der Reversen Transkriptase M-MLV1 (Promega, Mannheim) 
umgeschrieben. Hierzu wurden Zufalls-Hexamere Primer eingesetzt (Metabion, 
Planegg-Martinsried). Die RNA und Zufalls-Hexamere wurden zunächst 5 min bei 
70 °C im Thermoblock inkubiert und dann auf Eis abgekühlt. Danach wurde 
PeqGold® dNTP-Mix (Peqlab, Erlangen) und die Reverse Transkriptase zugegeben, 
10 min bei RT und anschließend bei 50 °C für 1 h inkubiert. Die Inaktivierung der 
Reaktion erfolgt durch Inkubation bei 70 °C für 15 min. Die erhaltene cDNA wurde für 
die jeweiligen Versuche entsprechend verdünnt und bei -20 °C gelagert. 
 
2.10.3  Affymetrix Microarray-Analysen 
Zur Untersuchung genomweiter Änderungen des Expressionsprofils nach Inkubation 
mit Toxin (BDE47, BDE47hg und TBDF) wurden Microarray-Experimente 
durchgeführt. Hierzu wurden Affymetrix-Microarrays („GeneChip Rat Genome 230 
2.0 Array“, Affymetrix, UK) verwendet. Die gesamte RNA wurde nach der Isolation 
auf Trockeneis verpackt und an das Deutsche Ressourcenzentrum für 
Genomforschung GmbH (RZPD, Berlin) verschickt. In einer „Full Service“ 
Dienstleistung wurden dort die RNA-Integrität überprüft, das cDNA-Labelling und die 
Hybridisierung mit dem Affymetrix-Microarray vorgenommen. Zur Verifizierung der 
Daten wurde die Experimente mit quantitativer real-time PCR überprüft. 
 
2.10.4  Quantitative real-time PCR 
Die aus den genomweiten Expressionsanalysen (Kapitel 2.10.3) gewonnenen 
Ergebnisse wurden mittels quantitativer real-time Polymerase-Ketten-Reaktion (qRT-
PCR) verifiziert und mit BP8-Zellen verglichen. Die cDNA wurde pro Ansatz (5 µl 
ausgehend einer 1:10 Verdünnung der cDNA-Synthese) zusammen mit gen-
spezifischen Primerpaaren (2 µl Forward und Reverse Primer Mix, je 0,5 µM 
Endkonzentration) für die qRT-PCR eingesetzt. Hierfür wurde der 2x PCR-Master-
Mix „Quantitect SYBR Green Mix®“ (Qiagen, Hilden) verwendet (10 µl pro Ansatz). 
Der Ansatz (inklusive H2O ad 20 µl) wurde in für die qRT-PCR geeigneten 96-well 
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PCR-Platten (ABgene, Epsom, UK) mit einer speziellen optischen Folie (ABgene, 
Epsom, UK) in Duplikaten durchgeführt. Die Analyse erfolgte in einem ABIprism 
7000® (Applied Biosystems AB, Darmstadt) nach Herstellerangaben. Nach jedem 
Amplifikationszyklus wird bei einer Wellenlänge von 300 nm SYBR-Green, einem 
strikt doppelsträngigen DNA Interkalanz, detektiert. Nach einer exponentiellen Phase 
ergibt sich im Amplifikationsplot (SYBR-Green-Detektion versus PCR-Zyklus) eine 
Phase linearen Anstiegs bishin zu einer Plateau-Phase der Reaktion. Man setzt 
einen Schwellenwert der Messung (Treshold) in diesem linearen Bereich und 
bestimmt dann den Schnittpunkt der Amplifikationskurve mit der Zyklenzahl, den so 
genannten Treshold-Cycle bzw. CT-Wert. Als Normalisierung dient hier die 
Expression eines Haushalts-Gens, in den vorliegenden Experimenten β-Aktin, 
dessen CT-Wert von dem des Zielgens (z.B. Cyp1A1) abgezogen wird. Dann wird der 
gewonnene Wert mit der Expression des jeweiligen Zielgens mit der dem 
gemessenen Wert, z.B. der unbehandelten Kontrolle verrechnet.  
 
 
Berechnung der Expressionsänderung: 
 
(1) Expression relativ zur Expression des Haushaltsgens   
 ∆CT = CT (Zielgen) - CT (Haushaltsgen) 
 
(2) Expression relativ zur Kontrolle 
 ∆∆CT = ∆CT (Kontrolle)- ∆CT (Behandlung) 
 
(3) Berechnung der Expressions-Änderung 
 2(- ∆∆CT) = Differentielle Expression 
 
Das Primer-Design für die qRT-PCR erfolgte, wenn möglich, über Exon/Intron-
Grenzen hinweg. Die Größe der PCR-Produkte lag bei 150-250 bp (Basenpaaren) 
und die Schmelztemperatur einheitlich bei 60 °C hat. Eine Liste der verwendeten 
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Primer findet sich im Anschluss an dieses Kapitel in Tab. 2.9. Die Primerpaare für β-
Aktin in Lindros et al. (1997), die von Cyp2B1 und Cyp3A1/3 sind in der Arbeit von 
Germer et al. (2006) beschrieben. 
 
Tab. 2.9: Liste der verwendeten Primer. 
(1) aus Lindros et al. 1997; (2) aus Germer et al. 2006. 
Primer Gen ID Sequenz (5´- 3´Orientierung) 
β-Aktin(1) F NM_031144.2 TGCAGAAGGAGATTACTGCC 
 R  GCAGCTCAGTAACAGTCCG 
Aurkb F NM_053749 AAGAGCGGAACCTTCGATGA 
 R  GCACATGGTCTTCCTCCTCAG 
Brca2 F NM_031542 CCTAGAAGCTGACTTTCTGTCGTG 
 R  CGTTGTGGCTACCAAGAGGGT 
Ccna2 F NM_053702 CGCTGTCTCTTTACCCGGAG 
 R  TGGCCCGCATACTGTTAGTG 
Ccl20 F NM_019233  GCCAGTCAGAAGCAGCAAGC 
 R  CTTGGTTCTTAGGCTGAGGAGG 
Cdkn1A F NM_080782 CCTGTTCCACACAGGAGCAA 
 R  GGTAGATCTTGGGCAGCCCT 
Cdkn1B F NM_031762 GGGATGAGGAAGCGACCTG 
 R  CCATTCAATGGAGTCAGCGA 
Cmkor1 F NM_053352 GGAAGGCAAATCACAGCCC 
 R  GGAGAGGGTATACAGCAGCAC 
Cox2  F NM_017232 GCCATGCAGCAAATCCTTG 
 R  TGTGATCTGGACGTCAACACG 
Creg1 F AW141869  TCGCTGGCCACTATCTCCA 
 R  GACATAGTCAGCGTAGCCTCTGG 
Cyp1A1  F NM_012540 CAGGAGGAGTTAGACACAGTGA 
 R  AACTCGTTTGGATCACCCCATA 
Cyp2B1(2) F M37134 ATGGAGAAGGAGAAGTCGAACC 
 R  CTTGAGCATCAGCAGGAAACC 
Cyp3A1/3(2) F NM_173144 CCAGCAGCACACACTTTCCTTTG 
 R  GGTGGGAGGTGCCTTATTGG 
Cyp2f2 F NM_019303 CACTCACCAAGCTTAGCAAGGA 
 R  GAACCTTCGGAGGATCTTCCA 
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Primer Gen ID Sequenz (5´- 3´Orientierung) 
Entpd1 F NM_022587 CAAGTGAAAGGTCCCGGAATC 
 R  GCCAACTCTGTTCCTGAGTGAA 
Gst2  F NM_017013 CTCGCTAGACAGTGAAGCACAG 
 R  CATGGGCACTTGGTCAAACA 
Nr1d2 F NM_147210 CAAGAGCGACCGCACAGAC 
 R  TTCTGCTGAATGCTCCTCCTG 
Pla2g2a  F NM_031598 AGAGCTGACAGCATGAAGGTCC 
 R  ACATCCACGTTTCTCCAGACG 
Rad51 F AI071227 TGTCAGACCTCTGCAACACAAA 
 R  AACTGAGTACTGCAAAGCAGCG 
Rbp4 F XM_215285.4 TTCTCCAGCGAGGAAACGAT 
 R  TCTCTAGGCACAGCTCCTCCTG 
Serpin1 F NM_145086 GTGAAGGAGGAACGCTGCA 
 R  GGGCTGTATGGGACTCTGGAA 
Sim2 F XM_221633 CTGTCCATTTAGGCTTGTCCCA 
 R  GACGCACTTCATTCGGAGAAAG 
 
 
2.10.5  Isolierung der Gesamt-RNA aus Danio rerio-Embryonen 
Die Embryonen des Zebrabärblings wurden im Anschluss an die Experimente über 
einem Sieb gesammelt und direkt in flüssigen Stickstoff mit Mörser und Pistill 
aufgearbeitet. Das gefrorene Material wurde ohne Auftauen in Lysis-Puffer 
aufgenommen. Die anschließende Prozedur der RNA-Extraktion wurde mit dem 
Nucleospin® RNA L-Kit für große RNA-Mengen durchgeführt (Macherey & Nagel, 
Dueren). Im Anschluss daran erfolgte eine Fällung der RNA in reinem Ethanol 
(2,5 [v/v] RNA-Menge) und Natrium-Acetat (3 M, 0,1 [v/v]) und eine Inkubation bei -
20 °C über Nacht. Die RNA wurde durch Zentrifugation der RNA für 20 min (4°C) bei 
20.800 x g und mehrmaligem Waschen mit 70 %igem Ethanol pelletiert und in 250 µl 
RNase-freiem Wasser aufgenommen.  
 
Material und Methoden 
44 
2.10.6  Extraktion der mRNA 
Die Extraktion der mRNA aus der gesamten RNA erfolgte mit Hilfe des MicroPoly(A) 
Purist® Kit (Ambion Inc, Texas, USA). Nach Durchführung der Prozedur und Fällung 
der mRNA entsprechend den Hersteller-Angaben wurde die mRNA mit RNase-freiem 
Wasser auf eine finale Konzentration von 500 ng/µl eingestellt. 
 
2.10.7  Microarray-Analysen 
Die Microarrays wurden in der Microarray-Facility des ITG (FZK) in Eigenproduktion 
hergestellt. Die Danio rerio-Oligonukleotid-Bibliothek enthielt 16.399 Gen-spezifische 
65er-Mere (Sigma-Genosys/Compugen, The Woodlands, Texas, USA). Die Print-
Prozedur erfolgte wie von Yang (2007) beschrieben. Die Proben (40 µM) wurden auf 
CodeLink aktivierten Slides (G & E Healthcare, München) in doppelter Ausführung 
mit einem „Gene machines Omnigrid 100“-Roboter (San Carlos, CA) und „TeleChem 
SMP3 Pins“ (Sunnyvale, CA) geprintet. Es muss erwähnt werden, dass die Platten 
29-43 der Bibliothek defekte Aminolinker aufwiesen, was ein Fehlen dieser Gen-
spezifischen 65er-Mere zur Folge hat.  
 
2.10.8  Fluoreszenz-Markierung der mRNA-Proben 
Die mRNA (1,0-1,5 µg) wurde mit dem CyScribe® First Strand cDNA Kit (G & E 
Healthcare, München) zu cDNA umgeschrieben und mit Cy3- und Cy5-markierten 
dUTP markiert. Die Anwendung erfolgte nach Herstellerangaben. Die mRNA (1,0-
1,5 µg) wurde zusammen mit anchored Oligo(dT)-Primer (1 µl) und Zufalls-
Nonameren (1 µl) auf ein Endvolumen von 11 µl pro Ansatz eingestellt. Nach 5 min 
bei 70 °C Denaturierung und der Primer-Anlagerung für die cDNA-Synthese erfolgte 
ein Abkühlen bei RT für 10 min. Die Markierungs-Reaktion erfolgt in 5 x CyScript-
Puffer (4 µl), 0,1 M DTT (1 µl), dUTP-Nukleotid-Mix (1 µl), Cy-dUTP (1 µl Cy3 oder 
Cy5) sowie CyScript Reverse Transkriptase (1 µl) in einem Volumen von 20 µl. Die 
Reaktion erfolgte bei 42 °C für 1,5 h. Die RNA-Dagradierung erfolgte durch 
Inkubation mit 1 M NaOH (1 µl pro Ansatz) für 15 min bei 37 °C und anschließenden 
Neutralisierung durch 2 M HEPES freie Säure (10 µl).  
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2.10.9  Aufreinigung von Fluoreszenz-markierten cDNA-Proben 
Zum Entfernen von überschüssigem Cy3- bzw. Cy5-Farbstoff wurden die Proben in 
1 x TE-Puffer (Tris/HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) aufgenommen und auf 
Microcon Säulen (Millipore, Bedford, USA) geladen. Nach wiederholtem 
Zentrifugieren bei 9000 x g bei RT und Waschen in TE-Puffer wurden die Proben 
vereinigt und die Effizienz der Markierung mit dem Nanodrop Spektralphotometer 
Nanodrop® ND-1000 (Peqlab, Erlangen) bestimmt.  
 
2.10.10  Hybridisierung mit dem Microarray 
Nach erfolgreicher Markierung der Proben werden diese für 2 min bei 95 °C inkubiert 
und dann sofort auf Eis für 2 min abgekühlt. Nach Erwärmung auf RT werden zu den 
Proben 15 µl auf 42 °C vorgewärmter 1 x DIG Easy-hyb-Puffer (Roche Diagnostics,  
Penzberg). Die markierten Proben wurden über Nacht bei 42 °C mit dem Microarray 
hybridisiert. Die hierfür verwendeten Deckgläschen wurden mit auf 42 °C 
vorgewärmten 4 x SSC Puffer von den Microarrays entfernt und diese in 
Waschpuffer 1 (2 x SSC, 0,1 % SDS) bei 42 °C für 5 min gewaschen, dann in 
Waschpuffer 2 (0,1 x SSC, 0,1 % SDS) für 10 min bei RT. Zum Schluss wurden die 
Microarrays in Waschpuffer 3 (0,1 x SSC) viermal für 1 min bei RT gewaschen. Diese 
wurden dann noch einmal kurz in Waschpuffer 4 (0,01 % SSC) gehalten und bei 
800 rpm für 7 min bei RT in einer Eppendorf 5810R Zentrifuge durch Zentrifugation 
getrocknet.  
 
2.10.11  Auswertung der Microarrays 
Das Auslesen der Microarrays erfolgte in einem Axon „Model 4000B dual-laser 
Scanner“ (Molecular Devices) und unter Verwendung der GenePix V6-Software  
(Union City, CA). Die Fluoreszenzkanäle für Cy3 (532 nm) und Cy5 (635 nm) wurden 
simultan gescannt und als 16 Bit-TIFF Dateien gespeichert. Jeder Array wurde 
dreifach mit verschiedenen Intensitäten („low“, „medium“ und „high“ Scan), wobei 
verschiedene Verstärkungs-Faktoren angewandt wurden, aber die Laser-Intensität 
nicht verändert wurde. Die beiden Fluoreszenzkanäle wurden so eingestellt, dass 
sich das Fluoreszenz-Verhältnis (Cy3/Cy5) balancierte und einen Faktor von eins 
ergab. Die Auflösung der Scans betrug 10 µM, von jedem Spot mit einem gemittelten 
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Durchmesser von 100 µM wurden 70-80 Pixel aufgenommen. Die Spot-Intensität 
ergibt sich aus dem Median der vordergründigen Signalstärke abzüglich dem Median 
der Hintergrund-Intensität.  
 
Das Prozessieren der gewonnen Daten, die Vorgehensweise bei der 
Qualitätskontrolle, die Transformation und die Normalisierung der Ergebnisse sind 
bereits beschrieben (Yang et al. 2007; Yang 2007; Zinsmeister 2007). In diesen 
Arbeiten wurden auch die zuvor beschriebenen Vorgehensweisen bei den Versuchen 
mit Danio rerio-Embryonen detailliert dargestellt und zum Teil für diese Arbeit 
adaptiert. Die Signale bzw. Rohdaten der Microarrays wurden mit der GenePIx 
Software prozessiert. Jedes individuelle Gen wurde auf die Signifikanz einer 
veränderten Genexpression nach Behandlung mit dem T-Test getestet, wobei ein p-
value kleiner als 0,025 als signifikant differentiell exprimiert gilt. Als Kriterium für die 
Auswahl der dargestellten Gene wurde weiterhin die x-fache Expressionsänderung, 
der so genannte Fold-Change (FC) angesetzt (Minimum |FC| > 2). Für die Inkubation 
mit BDE47hg mussten die Kriterien p-value und |FC| > 2 allerdings herabgesetzt 
werden, der p-value < 0,08 und |FC| > 1,5, da keine höheren differentiellen 
Regulationen detektierbar waren.  
 
2.10.12  Gensilencing mit short interference-RNA (siRNA) 
Durch die Methode des Gensilencing mit siRNA kann die Expression von Genen 
vermindert werden. Die 20-22 Nukleotide langen, doppelsträngigen siRNA-Oligos 
aktivieren zelluläre Strukturen, die zum Abbau der komplementären, zellulären Ziel-
mRNA führen. Die Methode und die hierfür verwendeten siRNA-Oligos sind in der 
Literatur beschrieben (Weiss et al. 2005). Für die Experimente wurden 2,5x 105 
Zellen pro Well in 6-well Zellkulturschalen (Nunc, Wiesbaden) angesetzt und bis zum 
nächsten Tag in Zellkulturmedium (DMEM + 10% FCS) anwachsen gelassen. Dann 
erfolgte die Transfektion der siRNA Oligos (50 pmol) mit dem kationischen Lipid 
Lipofectamin 2000® (Invtirogen, Karlsruhe) in Optimem-Medium (Gibco Life 
Technologies, Karlsruhe) ohne Mediumszusätze für 48 h im Brutschrank bei 37°C 
und 8 % CO2. Nach der Transfektion wurden die Zellen dann mit den Substanzen für 
6 h inkubiert und Zellextrakte (Kapitel 2.7.2) für Westernblot-Analysen hergestellt. In 
dieser Arbeit wurde eine siRNA gegen den AhR der Ratte (Rattus norvegicus) 
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verwendet sowie eine Kontroll-siRNA gegen ein rot fluoreszierendes Protein (DsRed) 
der Qualle Discosoma. Die siRNA wurde von der Firma Ambion synthetisiert. 
 
 
AhR-siRNA  
(gerichtet gegen Ratte AhR-mRNA Sequenz [gi: 6978474] Position 825 bis 845): 
CGUUAGAUGUUCCUCUGUGtt („sense“ Sequenz)  
CACAGAGGAACAUCUAACGtt („antisense“ Sequenz) 
 
Kontroll siRNA  
(gerichtet gegen die mRNA für das Rot-fluoreszierende Protein DsRed der Koralle 
Discosoma): 
AGUUCCAGUACGGCUCCAAtt („sense” Sequenz)  
UUGGAGCCGUACUGGAACUtt („antisense” Sequenz) 
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3. Ergebnisse 
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen Aufschluss über mögliche Interaktionen 
polybromierter Diphenyl-Ether (PBDE) mit dem Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR), 
auch Dioxin-Rezeptor genannt, geben. Zu Beginn sollte untersucht werden, ob eine 
dioxin-ähnliche bzw. agonistische Wirkungsweise der PBDE-Kongenere im Sinne der 
Referenzsubstanz 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) besteht. TCDD ist 
einer der stärksten Aktivatoren des AhRs und wird neben anderen chlorierten 
Dioxinen und Furanen trivial als Dioxin bezeichnet. Als geeignetes Zellkultur-
Modellsystem für die Untersuchung der AhR-Aktivierung und Induktion des 
klassischen TCDD-Markers, der Cytochrom-P450-Monooxygenase 1A1 (Cyp1A1), 
wurden 5L-Ratten-Hepatom Zellen verwendet (Reiners et al. 1999; Bock und Köhle 
2006). Des Weiteren wurde ein aus den 5L-Zellen abgeleiteter Subklon, die AhR-
defizienten BP8-Zellen (Weiss et al. 1996) verwendet, sowie primäre Ratten-
Hepatozyten und die humane Hepatozyten-Linie HepG2. 
 
Im Rahmen von genomweiten Gen-Expressions-Analysen in 5L Hepatomzellen 
wurden weitere, klassische AhR-Zielgene sowie potentiell neue und unbekannte 
AhR-Zielgene untersucht. Die Identifizierung neuer AhR-Zielgene und Gen-
Kandidaten könnte helfen, die durch PBDE-Kongenere induzierten toxikologischen 
Mechanismen zu verstehen, welche zum Teil noch unbekannt sind. Zudem könnten 
so weitere Effekte und Zielstrukturen von PBDE-Kongeneren auf die Zelle detektiert 
werden. 
 
Schließlich wurden Experimente in einem Modellsystem mit Embryonen des 
Zebrabärblings (Danio rerio) durchgeführt. Dieses Modell  erlaubt die Untersuchung 
der Toxizität von Substanzen und Chemikalien auf die Entwicklung des Embryos und 
auf das neuronale System (Hill et al. 2005). In diesem System wurden PBDE-
Kongenere auf dioxin-ähnliche Effekte analysiert. Darüber hinaus wurden 
morphologische Defekte, welche durch das PBDE-Kongener BDE47 verursacht 
wurden, und die möglichen molekularen Mechanismen in einer genomweiten Gen-
Expressions-Analyse untersucht. 
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3.1  Zytotoxizität von TCDD, TBDF, βNF und BDE47 auf das 
Zellkultur-Modell 
BDE47 dominiert in einer Vielzahl von Umweltproben, aber insbesondere im 
Menschen, so dass mit der Untersuchung dieses PBDE-Kongeners begonnnen 
wurde (Sjodin et al. 2003). Zu diesem Zweck wurde die Wirkung des BDE47 mit 
bekannten Agonisten des AhRs verglichen, u.a. mit dem klassischen Agonisten 
TCDD (2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin), dem bromierten Furan TBDF 
(2,3,7,8-Tetrabrom-dibenzofuran) und β-Naphtoflavon (βNF). Zu Beginn der 
Experimente wurden die Substanzen auf mögliche zytotoxische Effekte in 5L-Ratten-
Hepatomzellen und dem AhR-defizienten Subklon BP8 untersucht. Zur 
Untersuchung der Toxizität der genannten Substanzen wurden zwei unterschiedliche 
Methoden angewandt, zum Einen die Bestimmung der mitochondrialen 
Stoffwechselaktivität als Maß für die Vitalität der Zellen, und zum Anderen die 
Bestimmung der Integrität der Zellmembran als Maß für nekrotische Effekte. Die 
Analyse der mitochondrialen Stoffwechselaktivität erfolgt durch Messung des 
Farbstoffes MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol 2-yl]-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid), 
welcher in intakten und vitalen Zellen durch mitochondriale Dehydrogenasen 
enzymatischen umgesetzt wird. Eine Abnahme der enzymatischen Aktivität deutet so 
auf eine Verminderung der Stoffwechselaktivität oder eine Reduktion der Zellzahl hin. 
Nekrotisch geschädigte Zellen weisen Störungen der Membranintegrität auf, so dass 
sich die zytosolische Lactat-Dehydrogenase (LDH), im Überstand befindet. Vitale 
Zellen sollten eine geringe Aktivität der LDH im Medium aufweisen. Eine Abnahme 
der mitochondrialen Aktivität und eine gesteigerte Aktivität der LDH wurden in den 
Versuchen durch die Verwendung eines Detergenz, dem Triton-X100 als 
Positivkontrolle einer Zellschädigung herbeigeführt. 
 
Die Messung der Vitalität mit dem MTT-Assay ist in Abb. 3.1 dargestellt. Im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle hatten die Lösungsmittel DMSO und Toluol keinen 
signifikanten Effekt auf die Vitalität in 5L (AhR+)- und in BP8 (AhR-)-Zellen (Abb. 3.1) 
nach 24 h Inkubation. In beiden Zelllinien führte die Behandlung mit dem Detergenz 
Triton-X-100 (1 % [v/v]) zu einer sehr starken Abnahme der Vitalität 
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Abb. 3.1: Einfluss von TCDD, TBDF, βNF und BDE47 auf die Vitalität der Zellkultur. 
Nach 24 h Inkubation mit den AhR-Agonisten TCDD, TBDF und βNF sowie dem PBDE-
Kongener BDE47 wurde die Vitalität in (A) 5L (AhR+) und (B) dem AhR-defizienten Subklon 
BP8 (AhR-) mit dem MTT-Assay ermittelt. Die Vitalität ist als % Vitalität der jeweiligen 
Lösungsmittel-behandelten Kontrollen dargestellt (von links nach rechts: unbehandelte 
Kontrollen, Lösungsmittel-Kontrollen und Positivkontrolle mit Triton-X-100 1 % [v/v]). Die 
Substanzen wurden in verschiedenen Konzentrationen getestet, TCDD und TBDF je 1 pM 
bis 10 nM, βNF und BDE47 je 10 nM bis 100 µM. Die Median-Werte und Standard-
abweichungen resultieren aus drei bis fünf unabhängigen Experimenten, signifikante 
Änderungen sind durch Sterne indiziert (T-Test, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,005), nicht-signifikante 
durch eine Raute. 
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Abb. 3.2: Einfluss von TCDD, TBDF, βNF und BDE47 auf die Membranintegrität der 
Zellkultur. Nach 24 h Inkubation mit den AhR-Agonisten TCDD, TBDF und βNF sowie dem 
PBDE-Kongener BDE47 wurde die Membranintegrität in (A) 5L (AhR+) und (B) dem AhR-
defizienten Subklon BP8 (AhR-) mit dem LDH-Assay ermittelt. Die Zytotoxizität ist in 
% Membranschädigung der jeweiligen Lösungsmittel-behandelten Kontrollen (von links nach 
rechts: unbehandelte Kontrollen, Lösungsmittel-Kontrollen und Positivkontrolle mit 
Triton-X-100 1 % [v/v]) dargestellt. Die Substanzen wurden in verschiedenen 
Konzentrationen getestet, TCDD und TBDF je 1 pM bis 10 nM, βNF und BDE47 je 10 nM bis 
100 µM. Die Median-Werte und Standardabweichungen repräsentieren drei bis fünf 
unabhängigen Experimenten ermittelt. 
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auf ein Minimum von 4,5 (±2) % in 5L und 2 (±2) % der Kontrolle in BP8 Zellen. 
TCDD und das bromierte Furan TBDF führten bereits ab 10 pM bzw. 100 pM zu 
einem signifikanten Rückgang der Vitalität in 5L-Zellen, der maximale Rückgang bei 
Inkubation mit der höchsten Konzentration (10 nM) betrug 77 (±7) % und 75 (±4) % 
der Kontrolle jeweils, während in den BP8-Zellen kein Rückgang messbar war. Der 
typische AhR Agonist βNF verursachte einen signifikanten Rückgang der Vitalität in 
5L-Zellen ab 1 µM und BP8-Zellen ab 10 µM. Der Rückgang der Vitalität in beiden 
Zelllinien könnte auf die Beteiligung AhR-unabhängiger Effekte zurückgehen. BDE47 
zeigte dahingegen nur einen nicht-signifikanten Trend im Rückgang der Vitalität erst 
durch hohe Konzentrationen (100 µM) in 5L-Zellen und hatte keine Effekte in BP8 
Zellen. In unbehandelten und Lösungsmittel-behandelten 5L- und BP8-Zellen waren 
im Vergleich zu den Triton-X-100 behandelten Positivkontrollen keine gesteigerte 
Freisetzung der LDH detektierbar (Abb. 3.2 A und B), die auf eine Schädigung der 
Membran hindeuten würde. In den 5L Zellen führten lediglich die höchsten Mengen 
βNF und TCDD (100 µM) zu einer gesteigerten Membranschädigung, mit 5 (±10) % 
bzw. 2 (±2) % der Kontrolle. In den BP8-Zellen war eine Membranschädigung bereits 
durch geringste Konzentrationen βNF messbar, bei einer Konzentration von 100 µM 
betrug der Anteil Membran-geschädigter Zellen 2,4 (±2) % der Kontrolle. TCDD und 
TBDF hatten keine Effekte auf die LDH-Freisetzung. 
 
Zusammenfassend betrachtet führten die bekannten AhR-Agonisten TCDD und 
TBDF zu einem AhR-abhängigen Rückgang der Vitalität in 5L-Zellen, in beiden 
Zelllinien war aber keine Beeinträchtigung der Membranintegrität zu verzeichnen. 
Das Flavonoid βNF führte dagegen zu einem AhR-unabhängigen Rückgang der 
Vitalität in beiden Zelllinien und einer geringen Beeinträchtigung der 
Membranintegrität. Das PBDE-Kongener BDE47 wies lediglich einen nicht-
signifikanten Trend in 5L-Zellen in hohen Konzentrationen auf und hatte in diesen 
Konzentrationen einen geringen Rückgang der Membranintegrität zur Folge. Durch 
die Analysen der Vitalität und der Membranintegrität konnten nicht-toxische 
Konzentrations-Bereiche der Substanzen für die folgenden Versuche etabliert 
werden. Im weiteren Verlauf wurde nun eine mögliche dioxin-ähnliche Wirkung des 
BDE47 (10 µM) im Vergleich mit βNF, TCDD und TBDF (beide 1 nM) untersucht. 
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3.2  Eine BDE47-Probe führt zur AhR-abhängigen Induktion des 
AhR-Zielgens Cyp1A1 
3.2.1  BDE47 induziert wie TBDF Cyp1A1-mRNA  
Der klassische Biomarker für die dioxin-ähnliche Wirkung einer Substanz und ihr 
Potential, den AhR zu aktivieren, ist die Induktion der Cytochrom-P450-
Monooxygenase 1A1 (CYP1A1). Die gesteigerte Expression der Cyp1A1 nach 
TCDD-Inkubation wurde für das Modellsystem 5L (AhR+) bereits in der Literatur 
beschrieben (Reiners et al. 1999). Die AhR-Agonisten TCDD, TBDF, βNF wurden für 
24 h mit 5L- und den AhR-defizienten BP8-Zellen inkubiert, und anschließend wurde 
die Transkriptmenge der Cyp1A1 in den Proben untersucht (Abb. 3.3). Wie erwartet, 
führten bereits 1 nM der AhR Agonisten TCDD und TBDF gleichermaßen zu einer 
signifikanten Erhöhung der Cyp1A1-Transkriptmenge in 5L-Zellen, jeweils auf das 
1095 (± 495) fache bzw. das 1098 (± 260) fache der Kontrolle. Das PBDE-Kongener 
BDE47 führte ebenso zu einer signifikanten Induktion der Cyp1A1, auf das 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Abb. 3.3: BDE47 induziert Cyp1A1-mRNA in 5L (AhR+)-Zellen. Nach 24 h Inkubation mit 
TCDD und TBDF (1 nM), sowie βNF und  BDE47 (10 µM) wurden die Cyp1A1 
Transkriptmengen mittels quantitativer real-time PCR in 5L (AhR+)- und BP8 (AhR-)-Zellen 
erfasst. Die ermittelten Werte wurden auf die Lösungmittel-behandelte Kontrolle und auf die 
Expression des Haushaltsgens β-Aktin bezogen, das keine Regulation durch die Substanzen 
zeigte. Die x-fachen Induktionen sind als Mediane und Standardabweichungen angegeben 
und resultieren aus drei bis fünf unabhängigen Experimenten. Statistisch signifikante 
Änderungen der Expression sind durch Sterne gekennzeichnet (T-Test, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 
0,01, *** p ≤ 0,005). 
 
Cyp1A1 
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244 (± 58) fache der Kontrolle. Ähnliche Werte wurden für βNF beobachtet, für keine 
der Substanzen war ein Effekt auf die Cyp1A1-Expression in dem AhR-defizienten 
Subklon BP8 zu verzeichnen. Die Steigerung der Cyp1A1-Expression ist AhR-
abhängig, da sie exklusiv in den 5L (AhR+) auftritt und in den BP8 (AhR-) keine 
Expression detektierbar war. BDE47 führt bei einer Konzentration von 10 µM zu einer 
dioxin-ähnlichen Induktion der Cyp1A1 in den 5L-Zellen. 
 
3.2.2  CYP1A1-Induktion in verschiedenen Zelllinien durch BDE47 
Die in Kapitel 3.2.1 dargestellten Ergebnisse belegen die Induktion der Cyp1A1-
mRNA durch BDE47 in einer dioxin-ähnlichen Weise verglichen mit TCDD (Abb. 3.3). 
In einem nächsten Schritt sollte überprüft werden, ob diese mRNA Induktion zu 
einem korrespondierenden Anstieg des Cyp1A1 Proteins führt. Hierzu wurden 5L 
(AHR+) und BP8 (AhR-) Zellen, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, für 24 h mit TCDD, 
TBDF, βNF und BDE47 behandelt und anschließend Total-Zellextrakte hergestellt. 
Diese wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot aufgetrennt und die 
Proteinmengen der Cyp1A1 mit einem spezifischen Antikörper immundetektiert. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 3.4 dargestellt. Sowohl TCDD, βNF (Daten im Anhang, 
Abb. 5.1 A und B) als auch BDE47 (Abb. 3.4 A) und TBDF (Abb. 3.4 B) führten zu 
einem konzentrationsabhängigen Anstieg der CYP1A1-Proteinmenge exklusiv in den 
5L-Zellen, nicht aber in den BP8-Zellen. Dies unterstützend war auch kein AhR-
Protein in den BP8-Zellen nachweisbar, was auf eine AhR-Abhängigkeit der 
CYP1A1-Induktion in den 5L-Zellen schließen lässt. Aufgrund der analogen Wirkung 
der Positivkontrollen TCDD, TBDF und βNF, wird in den folgenden Experimenten nur 
noch TBDF als Positivkontrolle für eine Dioxin-ähnliche Wirkung mitgeführt. In den 
5L-Zellen führt BDE47 ab einer Konzentration von 10 nM zu einem Anstieg der 
CYP1A1-Proteinmenge und zu einer Abnahme der AhR-Proteinmenge. Die 
Abnahme der AhR-Proteinmenge ist für die Referenzsubstanz TCDD nach 
Inkubation in verschiedenen Zelllinien bekannt und ist vermutlich auf eine 
Degradation des Rezeptors durch zelluläre Systeme, die Proteasomen, nach 
Aktivierung zurückzuführen (Pollenz 2002). TBDF induziert CYP1A1-Protein ab einer 
Konzentration von 10 pM (Abb. 3.4 B) im Medium und führt wie für auch für TCDD 
und βNF beobachtet, ebenso zu einer Abnahme der AhR-Proteinmenge. 
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Abb. 3.4: BDE47 induziert CYP1A1-Protein in 5L (AhR+)-Zellen. (A) BDE47 wurde in 
logarithmisch steigenden Konzentrationen für 24 h in 5L (AhR+)-Zellen inkubiert 
(1 pM -10 µM) und in der höchsten Konzentration auch in BP8 (AhR-)-Zellen (10 µM). (B) 
TBDF wurde ebenfalls in logarithmisch steigenden Konzentrationen für 24 h in 5L (AhR+) 
Zellen inkubiert (10 fM -10 nM). Rechts außen befindet sich die Kontrolle. In (A) und (B) 
wurden die Total-Zellextrakte (20 µg) mittels SDS-PAGE und Westernblot aufgetrennt und 
die Proteine AhR, CYP1A1 und PCNA mit spezifischen Antikörpern immundetektiert. PCNA 
diente als Ladekontrolle. Die dargestellten Westernblots sind repräsentative für drei 
unabhängige Experimente.  
 
 
Primäre Hepatozyten exprimieren mehr Leber-spezifische und für den Fremdstoff-
metabolismus relevante Gene als etablierte Hepatom-Zellkulturen, wie z.B. 5L-
Hepatom-Zellen (Hewitt et al. 2007). Zudem ist eine Speziesextrapolation der 
Ergebnisse von der Ratte auf den Menschen nicht immer möglich. Daher wurde die 
Induktion der Cyp1A1 durch BDE47 und TBDF zusätzlich in primären Ratten-
Hepatozyten und in der humanen Hepatozyten-Kultur HepG2 untersucht. In der Tat 
führen dieselben Konzentrationen BDE47 und TBDF zu einer signifikant gesteigerten 
Cyp1A1-mRNA und -Proteinmenge in den primären Ratten-Hepatozyten (Abb. 3.5 A) 
und ebenso zu einer Induktion der CYP1A1 auf Proteinebene in den humanen 
HepG2-Hepatozyten (Abb. 3.5 B) nach 72 h. Die Induktion der CYP1A1 ist folglich 
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sowohl auf die primäre Ratten-Zellkultur als auch auf das humane Hepatozyten-
Modell übertragbar. 
  
A)     PRH                 B)            HepG2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.5: BDE47 induziert CYP1A1 in primären Ratten- und humanen Hepatozyten 
HepG2. (A) BDE47 (10 µM) und TBDF (1 nM) induzieren in primären Ratten-Hepatozyten 
(PRH) Cyp1A1 mRNA und Protein nach 72 h Inkubation. Die Induktion der Cyp1A1 mRNA 
ist als x-fache Steigerung der Expression gegenüber der Kontrolle dargestellt; (B) Auch in 
humanen Hepatozyten, den HepG2, induzieren BDE47 und TBDF (10 µM und 1 nM jeweils, 
72 h) Cyp1A1 auf Proteinebene. Die Total-Zellextrakte (20 µg) wurden mittels SDS-PAGE 
und Westernblot aufgetrennt und die Proteine CYP1A1 und AhR mit spezifischen 
Antikörpern immundetektiert. PCNA diente als Ladekontrolle. Die dargestellten Ergebnisse 
stammen aus drei unabhängigen Experimenten, statistisch signifikante Änderungen sind 
durch Sterne indiziert (T-Test, * p-value ≤ 0,05). 
 
3.2.3  Die Depletion des AhR führt zu einer Reduktion der CYP1A1 nach 
 Induktion BDE47 und TBDF  
In den AhR-defizienten BP8 Zellen war weder durch Inkubation mit TCDD, TBDF, 
βNF noch mit BDE47 eine Steigerung der Cyp1A1-Expression nachweisbar 
(vergleiche Abb. 3.3 und 3.4). Die AhR-exprimierenden 5L-Zellen zeigten dagegen 
eine Induktion der Cyp1A1 nach Inkubation mit den genannten Substanzen, wodurch 
eine AhR-Abhängigkeit der Cyp1A1 Induktion indiziert war. In einem zweiten 
unabhängigen Ansatz soll diese AhR-Abhängigkeit nun durch eine weitere Methode, 
die partielle AhR-Depletion in 5L-Zellen im Gegensatz zum totalen AhR-Verlust in 
den BP8-Zellen, verifiziert werden. Solch eine partielle Depletion lässt sich durch das 
so genannte „Posttranskriptionale Gensilencing“ mittels spezifischer short 
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interference RNA (siRNA) erzielen (Elbashir et al. 2001). Das Einbringen einer 
spezifischen, 21-Nukleotid großen und AhR-komplementären siRNA (siAhR) hat 
einen Abbau der endogenen AhR-mRNA zur Folge, die in einer verminderten AhR-
Proteinmenge resultiert. In der Tat wurde im Experiment durch 48 h Inkubation mit 
siAhR eine signifikante Reduktion der AhR-Proteinmenge auf 27 (±9) % der in der 
Kontrolle vorhandenen in 5L-Zellen erzielt (Abb. 3.6). Ähnliche Effizienzen der 
Reduktion durch den Einsatz von siRNA und resultierende AhR-Proteinmengen sind 
in der Literatur beschrieben (Weiss et al. 2005). 
 
 
 
A)            B)  
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.6 Effizienz der AhR-Depletion durch spezifische siRNA in 5L (AhR+)-Zellen. Die 
5L-Zellen wurden für 48 h mit siRNA, welche spezifisch gegen den endogenen AhR gerichtet 
ist (siAhR) sowie einer siRNA, die der Spezifitäts-Kontrolle dient (siDsRed), inkubiert. Hierzu 
wurde die siRNA (jeweils 50 pmol) mit Lipofectamin2000 transfiziert und die Zellen in 
Optimem kultiviert. (A) zeigt einen repräsentativen Westernblot mit Immundetektion des 
AhRs nach Ablauf der Inkubation und Isolation des Total-Zellextraktes (20 µg). PCNA diente 
als Ladekontrolle. (B) zeigt die korrespondierende densitometrische Auswertung von vier 
unabhängigen Experimenten normalisiert auf die Expression der PCNA. Statistisch 
signifikante Änderung gegenüber der Kontrolle sind durch Sterne indiziert (T-Test, 
*** p < 0,001). Die Steigerung der AhR-Proteinmenge durch siDsRed ist nicht signifikant 
(angezeigt durch eine Raute). 
 
 
 
Als Spezifitäts-Kontrolle diente eine siRNA, die gegen die DsRed-mRNA gerichtet 
war, welche für ein rot-fluoreszierendes Protein der Koralle Discosoma kodiert und 
zu keiner endogen vorhandenen mRNA der Ratte komplementär ist. DsRed führt zu 
keinem signifikanten Effekt auf die AhR-Proteinmenge, die geringen Schwankungen 
können durch den Transfektions-Prozess bedingt sein. Die Fragestellung lautete, ob 
eine Reduktion der CYP1A1-Proteinmengen nach Inkubation mit TCDD und AhR-
Depletion zu beobachten ist. Die Inkubation mit TCDD (1 nM) führte bereits nach 5 h 
zu einer signifikanten Induktion der CYP1A1 (Abb. 3.7). Tatsächlich führte eine 
Vorbehandlung der 5L-Zellen mit siAhR zur Reduktion der TCDD-induzierten 
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CYP1A1-Proteinmenge auf 63 (±4) % der Kontrolle, während die Kontroll-siRNA 
(siDsRed) mit 120 (±21) % der Kontrolle keinen signifikanten Einfluss hatte. Ebenso 
führte die Behandlung mit siAhR zu einem Rückgang der TBDF (1 nM)- und BDE47 
(10 µM)- induzierten CYP1A1 Proteinmengen auf jeweils 36 (±4) % und 44 (±4) % 
der Kontrollen. Auch hier wies die Behandlung mit siDsRed statistisch nicht-
signifikante Schwankungen auf. Die AhR-Depletion führt zu einer Reduktion der 
TCDD-, TBDF- und BDE47-induzierten CYP1A1-Proteinmenge und belegt somit eine 
strikte AhR-Abhängigkeit der CYP1A1-Expression.  
 
 
A) 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.7: Die Depletion des AhRs führt zu einer Reduktion der CYP1A1-Induktion. (A) 
5L (AhR+)-Zellen wurden für 48 h mit AhR-spezifischer siRNA (50 pmol) oder einer Kontroll-
siRNA gegen DsRed (50 pmol) inkubiert. Als Kontrolle dienten Lösungsmittel-behandelte 
Zellen Im Anschluss erfolgte die Inkubation für 5 h mit TCDD (1 nM), TBDF (1 nM) und 
BDE47 (10 µM). Total-Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert 
und die Proteinmengen des AhR, der CYP1A1 und PCNA (Ladekontrolle) mit einem 
spezifischen Antikörper detektiert. (B) Quantifizierung der CYP1A1-Proteinmengen mit der 
ODYSSEY Software. Die Expression der CYP1A1 wurde auf die der PCNA normalisiert und 
ist als x-fache Expression gegenüber der Kontrolle dargestellt. Die Mediane und 
Standardabweichungen resultieren aus vier unabhängigen Experimenten. Statistisch 
signifikante Änderungen sind durch Sterne indiziert (T-Test, * p < 0,05). 
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3.2.4 Nachweis der AhR-Translokation durch BDE47 und TBDF mit 
 Immunfärbung 
In den bisherigen Versuchen führte BDE47 zur Induktion des klassischen AhR-
Zielgens und Biomarkers CYP1A1 (Kapitel 3.2.1-3.2.3), in einem ähnlichen Maß wie 
auch für TCDD und TBDF beobachtet. Die AhR-Abhängigkeit dieser Induktion konnte 
durch die Depletion des AhRs mittels spezifischer siRNA und durch den Gebrauch 
AhR-defizienter Zellen (BP8) im Vergleich mit den AhR-exprimierenden Zellen (5L) 
belegt werden. Der erste Schritt der AhR-Aktivierung ist die Bindung eines Liganden 
und die darauf folgenden Translokation vom Zytosol in den Zellkern (Hankinson 
1995), wo es dann zur transkriptionellen Induktion des Zielgens Cyp1A1 kommt 
(Whitlock 1999). Allerdings wurden auch nicht-genomische, durch den AhR-
vermittelte Effekte berichtet, etwa die Modulation zellulärer Signalkaskaden wie z.B. 
p38 (Weiss et al. 2005). Zur weiteren Verifizierung einer direkten AhR-Beteiligung an 
der CYP1A1 erfolgte eine Betrachtung des endogenen Rezeptors und dessen 
Translokation in den Zellkern in den 5L (AhR+)-Zellen. In der Literatur und in eigenen 
Vorversuchen konnte die Translokation nach 1-3 h durch immunhistochemische 
Detektion beobachtet werden (Levine-Fridman et al. 2004), eine Induktion der 
CYP1A1 durch die verwendeten Substanzen wurde ebenfalls bereits nach 
1 hdetektiert (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Feststellung wurden die Zellen 
für diesen Zeitraum (1 h) inkubiert, anschließend fixiert und permeabilisiert, und der 
endogene AhR wurde mit einem spezifischen Primärantikörper sowie einem 
fluoreszierenden Sekundärantikörper (Alexa 546-Konjugat) nachgewiesen. Die 
Ergebnisse dieser Immunfärbung sind in Abb. 3.8 dargestellt. Es ist zu erkennen, 
dass der AhR in Kontroll-Ansätzen hauptsächlich im Zytosol lokalisiert ist, eine 
leichte Färbung tritt auch hier im Bereich des Zellkerns auf, scheint diesen aber mehr 
zu umspannen. Die Zellkerne derselben Ansätze wurden zur Verdeutlichung durch 
eine Hoechst-Färbung dargestellt. Im rechten Bild sind jeweils die Hellfeld-
Aufnahmen mit differentiellem Interferenz-Kontrast (DIC) gezeigt, welche die 
Abgrenzungen des Zytosols erkennen lassen. Die Inkubation mit BDE47 (10 µM) hat 
zur Folge, dass der AhR bereits nach 1 h im Zellkern detektierbar ist, erkennbar an 
der wesentlich helleren Färbung des Bereichs des Nukleus im Vergleich zur 
Kontrolle. Ebenso führte die Inkubation mit TBDF (1 nM) und der Referenzsubstanz 
TCDD (1 nM) zur Translokation des AhRs.  
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Abb. 3.8: TCDD, ZBDF und BDE47 führen zur Translokation des AhR in den Zellkern –
 immunhistochemische Detektion. Der endogene AhR wurde in 5L (AhR+)-Hepatom-
Zellen nach Fixierung und Permeabilisierung mit einem spezifischen Primär-Antikörper und 
einem Alexa 564-gekoppelten Sekundär-Antikörper detektiert. Die Zellkerne wurden mit 
Hoechst gefärbt, zusätzlich sind die Hellfeld-Aufnahmen mit differentiellem Interferenz-
Kontrast (DIC) der ganzen Zellen gezeigt. Die Bilder sind repräsentativ für drei unabhängige 
Experimente. Die Bilder entstanden im Axiovert-100 von Zeiss (630 x Vergrößerung), der 
Größen-Maßstab (rechts unten, weißer Balken) markiert 10 µm. 
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3.2.5  Nachweis der AhR-Translokation durch Zellfraktionierung 
In Kapitel 3.2.4 konnte durch die immunhistochemische Färbung des AhRs die 
Translokation vom Zytosol in den Zellkern nach Inkubation mit TCDD, TBDF und 
BDE47 nachgewiesen werden. In einem zweiten Ansatz sollte diese qualitative 
Erfassung der AhR-Translokation durch einen quantitativeren Ansatz ergänzt werden 
Hierzu wurde die zytosolische Fraktion von der Kernfraktion abgetrennt und die 
Lokalisation des AhRs vor und nach BDE47-Inkubation untersucht (Abb. 3.9). In den 
Proteinextrakten der Zytosol- und Kern-Fraktionen wurde die Lokalisation des AhRs 
und auf die eines Markers für die Kernfraktion detektiert, dem intermediären Filament 
Lamin B. Lamin B ist integraler Bestandteile der Kernlamina, welche die Hülle des 
Zellkerns aufbaut (Moir et al. 1995). In Abb. 3.9 ist deutlich zu erkennen, dass im 
Kontroll-Ansatz der AhR nur im oberen Blot, d.h. in der zytosolischen Fraktion 
detektierbar ist. Dahingegen führt die Inkubation mit BDE47 und ebenso mit TCDD 
und TBDF zu einem Anstieg der detektierbaren AhR-Proteinmenge in der Nukleus-
Fraktion, dem unteren Blot. In der unteren Bildhälfte ist Lamin B wie erwartet nur in 
der nukleären Zellfraktion detektierbar und zeigt zudem kaum Schwankungen, so 
dass es gleichzeitig als Ladekontrolle diente. Die Ergebnisse der Immunfärbung 
(Kapitel 3.2.4) und die hier dargestellte korrespondierende Detektion der Proteine im 
Westernblot zeigen eindeutig die Translokation des AhRs vom Zytosol in den 
Nukleus nach BDE47-Behandlung,  
 
 
.  
 
 
 
 
 
Abb. 3.9: Lokalisation des AhR nach BDE47-Inkubation in separierten Zytosol- und 
Kern-Fraktionen in 5L (AhR+)-Zellen. 5L-Zellen wurden mit BDE47 (10 µM), TCDD und 
TBDF (beide 1 nM) für 1 h inkubiert und anschließend die Zytosol- und Kern (Nukleus)-
Fraktion separat aufgearbeitet. Die Zytosol- und Kern-Lysate wurden mit SDS-PAGE und 
Westerblot aufgetrennt (20 µg Protein) und die Lokalisation des AhRs und Lamin B 
(Ladekontrolle und Kontrolle für eine erfolgreiche Isolierung der Kernfraktion) mit 
spezifischen Antikörpern detektiert. Die Darstellung repräsentiert drei unabhängige 
Experimente. 
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3.3  Relative Potenz der CYP1A1-Protein Induktion durch BDE47, 
TBDF und TCDD  
In den Versuchen konnte bislang gezeigt werden, dass BDE47 in einer dioxin-
ählichen Weise zur AhR-Aktivierung und Translokation in den Zellkern, sowie zur 
Induktion der mRNA und des Proteins des AhR-Zielgens CYP1A1 in 5L-Zellen führt. 
Die direkte AhR-Beteiligung konnte durch den Gebrauch AhR-defiezienter Zellen 
(Abb. 3.3 und 3.4 A) und durch die partielle Depletion des Rezeptors in 5L-Zellen 
verifiziert werden (Abb. 3.7). Für eine Einordnung von dioxin-ähnlichen Substanzen 
wird deren „relative Effekt-Potenz“ (REP) im Vergleich mit der Referenzsubstanz 
TCDD in einem toxischen Endpunkt, wie der Induktion des AhR-Zielgens CYP1A1, 
angewandt (van der Berg et al. 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.10: Relative Potenz (REP) der CYP1A1-Protein Induktion durch TCDD, TBDF 
und BDE47. 5L (AhR+)-Zellen wurden 24 h mit logarithmisch steigenden Konzentrationen 
(log M = Molarität) an TCDD, TBDF und BDE47 inkubiert. Das Diagramm zeigt die 
densitometrische Analyse der CYP1A1-Proteinbanden nach Analyse der Total-Zellextrakte 
durch Westernblot und CYP1A1-Immundetektion (Vergleiche Abb. 3.4 und Abb. 5.1 im 
Anhang). Die Werte der Konzentrationsabhängigkeit sind auf die Expression von PCNA 
innerhalb jeder Probe normalisiert, deren Expression durch die Versuche hinweg 
unverändert war. Die dargestellten Mediane und Standardabweichungen resultieren aus drei 
bis fünf unabhängigen Experimenten. Die Darstellung der Induktionskurven und die 
Ermittlung der Effektiven Konzentration (EC50) erfolgten mit SigmaPlot 10.0. Die Werte der 
EC50-Ermittlung sind rechts neben dem Diagramm dargestellt. 
 
 
Anhand des Modells der 5L-Zellen und der Eignung als TCDD-responsives und 
-sensitives System wurde im Folgenden die relative Potenz des BDE47 und auch die 
des TBDF, über das bislang nur wenig bekannt ist, untersucht. Hierzu wurden die in 
0,000250,04 1REP TCDD
12,6 nM79 pM 3,2 pM EC50
0,0061 REP TBDF
BDE47TBDF TCDD Substanz
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Abb. 3.4 und Abb. 5.1 (Anhang) gezeigten Analysen der konzentrations-abhängigen 
Induktion der CYP1A1 densitometrisch ausgewertet. Die Ergebnisse dieser 
quantitativen Erfassung und der Vegleich der relativen Effekt-Potenz bei der 
Induktion des AhR-Zielgens CYP1A1 auf Proteineben sind in Abb. 3.10 dargestellt. 
Die Abb. zeigt, dass die Referenzsubstanz TCDD wie erwartet die stärkste Induktion 
der CYP1A1 bewirkte. Diese beginnt bei ca. 100 fM und erreicht die halbmaximale 
Induktion (EC50 für die CYP1A1 Induktion) bei 3,2 pM (Abb. 3.10, rechte Bildhälfte). 
βNF wurde nicht weiter in den Vergleich einbezogen, da es in höheren 
Konzentrationen toxische Effekte zeigte und die Induktion der CYP1A1 unterhalb 
dieser Schwellenwerte nicht gesättigt war. TBDF hatte eine relative Potenz von 
0,04 REP gegenüber TCDD (EC50 = 79,0 pM) auf, und BDE47 zeigt eine relative 
Potenz von 0,00025 REP gegenüber TCDD (BDE47 EC50 = 12,6 nM) bzw. 
0,006 REP gegenüber TBDF. Zusammenfassend betrachtet induzierte TCDD die 
CYP1A1 am stärksten, TBDF dahingegen ist etwa um den Faktor 25 schwächer. Der 
Agonist BDE47 induziert CYP1A1-Protein, aber erst ab höheren Konzentrationen 
verglichen mit TCDD.  
 
 
3.4  BDE47 inhibiert die Proliferation und Zellzyklus in 5L-Zellen 
Soweit induzierte BDE47 die AhR-abhängige Expression der CYP1A1, einem 
klassischen Zielgen der AhR-Aktivierung, in dioxin-ähnlicher Weise. Es ist bekannt, 
dass TCDD die DNA-Synthese proliferierender Zellen inhibieren kann, z.B. wurde 
dies in der Rattenleber nach partieller Hepatektomie beobachtet (Mitchell et al. 
2006). Im folgenden Kapitel wurde die Wirkung von PBDE-Kongeneren auf die 
Proliferation in 5L (AhR+)- und BP8 (AhR-)-Hepatom-Zellen untersucht und mit TBDF 
und der Referenzsubstanz TCDD verglichen.  
 
3.4.1  BDE47 verursacht einen AhR-abhängigen Rückgang der 
Proliferation  
In einer ersten Analyse des Wachstums von 5L (AhR+)- und BP8 (AhR-)-Zellen nach 
Inkubation mit BDE47, TCDD und TBDF wurden die Zellen für 24 h mit diesen 
Substanzen inkubiert, und anschließend visuell die Zelldichte im Mikroskop beurteilt. 
In Abb. 3.11 ist deutlich zuerkennen, dass im Kontroll-Ansatz ein nahezu konfluentes 
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Wachstum nach 24 h erreicht wurde. Dieses Verhalten entspricht den Erwartungen, 
da die Zellen mit einer entsprechenden Zelldichte angesetzt worden waren. Auch die 
Lösungsmittel DMSO und Toluol (jeweils 0,05 %) hatten keinen Einfluss auf das 
Wachstum der Zellen. Dahingegen sind nach 24 h Behandlung mit TCDD und TBDF 
(beide 1 nM) deutlich freie Flächen im Zellrasen zu erkennen, d.h. die Zellen 
erreichen nicht das zuvor beobachtete konfluente Stadium wie in der Kontrolle. 
BDE47 verursachte (10 µM) denselben Effekt wie für TCDD und TBDF beschrieben, 
es waren deutliche Lücken im Zellrasen nach 24 h erkennbar. Bei der Durchführung 
dieses Experimentes in den AhR-defizienten BP8-Zellen konnten keine Effekte auf 
das Wachstumsverhalten der Zellen festgestellt werden, es traten keine 
Unterschiede zur Kontrolle auf (Daten nicht gezeigt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.11: BDE47 führt zu einer verminderten Zelldichte in 5L (AhR+)-Zellen. 5L-Zellen 
wurden so angesetzt, dass sie nach 24 h ein nahezu konfluentes Wachstum erreicht haben 
(> 90 %), erkennbar an einem dichten Zellrasen in der Petrischale (Vergleiche mit der 
Kontrolle, links oben). Die Lösungsmittel DMSO und Toluol (nicht dargestellt, beide 0,05 % 
(v/v)) hatten keinen Einfluss auf das Wachstum der Zellen. Die Behandlung mit TCDD und 
TBDF (beide 1 nM) sowie mit BDE47 (10 µM) erfolgte für 24 h. Dargestellt sind 
repräsentative Bild-Dokumentationen der Zelldichte aus drei unabhängigen Experimenten, 
die mit 100 x Vergrößerung im Lichtmikroskop (Axiovert-100, Zeiss, Jena) nach der 
Inkubationszeit aufgenommen wurden. Der Größen-Maßstab (weißer Balken, rechts unten) 
kennzeichnet 30 µM. 
 
 
In einer exakteren Analyse des Wachstums der 5L (AhR+)- und BP8 (AhR-)-Zellen 
wurden diese über einen längeren Zeitraum (7 Tage) mit steigenden Konzentrationen 
BDE47 (0,1-10 µM) inkubiert. Diesmal waren die Zellen mit einer wesentlich 
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TCDD 1nMKontrolle
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geringeren Ausgangsdichte als im Versuch zuvor (Abb. 3.11) angesetzt worden, um 
ein kontinuierliches Wachstum über die Versuchsdauer hinweg zu gewährleisten. Auf 
diese Art sollte die zuvor beobachtete, durch BDE47 verminderte Zelldichte 
(Abb. 3.11, rechts unten) anhand der Dokumentation der Zellzahl verifiziert werden. 
Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb. 3.12 dargestellt. Auch hier zeigte BDE47 
über den ganzen Zeitraum von 7 Tagen hinweg eine Verminderung der Zellzahl in 
den 5L-Zellen im Vergleich mit der Kontrolle, dieser war konzentrationsabhängig. In 
der AhR-defizienten BP8-Zelllinie war wiederum kein Effekt auf das Wachstum zu 
verzeichnen. Beide Zelllinien zeigten eine Verdopplungszeit in der logarithmischen 
Wachstumsphase von 22-23 h. BDE47 führte zu einer verminderten Zellzahl exklusiv 
in den 5L (AhR+)-Zellen, während BP8-Zellen ohne Beeinträchtigung wachsen. Dies 
spricht wiederum deutlich für eine AhR-Abhängigkeit. Weitere Untersuchungen 
müssen im Folgenden nun klären, welche Ursachen der Zellzahl-Verminderung 
zugrunde liegen. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.12: BDE47 verursacht eine AhR-abhängige Verminderung der Zellzahl in 
5L (AhR+)-Zellen. 5L- und BP8-Zellen wurden diesmal mit geringer Dichte angesetzt, die 
ein stetiges Wachstum über den ganzen Zeitraum der Versuchsdauer ermöglichen sollte. Die 
Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen BDE47 (0,1; 1; 10 µM) inkubiert und über 
7 Tage hinweg die Zellzahl täglich ermittelt. Beide Zelllinien verdoppeln sich in der 
logarithmischen Wachstumsphase alle 22-23 h. Dargestellt ist einer von drei unabhängigen 
Versuchen. 
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3.4.2  BDE47 verursacht eine Verschiebung der Zellzyklus-
Phasenverteilung 
Ein Rückgang der Zellzahl nach Behandlung mit einem Toxin oder einer Chemikalie 
kann durch verschiedene Ursachen bedingt sein, zum Einen durch das Absterben 
der Zellen aufgrund zytotoxischer Effekte, zum Anderen durch ein vermindertes 
Wachstum infolge einer verringerten Proliferation. Zytotoxische Effekte in Form eines 
Verlustes der Membranintegrität durch die Behandlung mit BDE47 waren in den 
Experimenten zuvor nur in geringem Maß beobachtet worden (Abb. 3.2), so dass die 
verminderte Zellzahl hierdurch nicht ausreichend erläutert werden kann. Zudem 
konnten nekrotische Effekte abermals durch Messungen der Aufnahme von 
Propidiumiodid (PI), welches in geschädigte Zellen eindringt, ausgeschlossen 
werden. Während der Apoptose wird das normalerweise auf der intrazellulären 
Membranseite vorkommende Phospholipid Phosphatidylserin (PS) durch einen 
Membranflip auf der Zell-Außenseite präsentiert. Nach Inkubation mit BDE47, TCDD 
und TBDF konnte jedoch keine gesteigerte Präsenz des PS auf der äußeren 
Membran anhand von FITC (Fluoreszin-5-Isothiocyanat)-markiertem Annexin V und 
somit keine gesteigerte Apoptose detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Allerdings 
war korrespondierend zu dem exklusiv in 5L-Zellen beobachteten Wachstums-
Rückgang nach BDE47 Behandlung ein signifikanter Rückgang des Stoffwechsels im 
MTT-Assay festgestellt worden (Abb. 3.1). Eine AhR-abhängige Verzögerung der 
Progression proliferierender 5L-Zellen durch die Zellzyklusphasen nach TCDD 
Behandlung ist aus der Literatur bekannt (Weiss et al. 1996).  
 
In einem nächsten Schritt sollte daher die prozentuale Verteilung der Zellen auf die 
Phasen des Zellzyklus untersucht werden. In Vorversuchen wurde der Einfluss 
bekannter AhR Agonisten auf die Zellzyklusverteilung nach 4 h, 24 h, 48 h und 72 h 
in den Zelllinien 5L und BP8 ermittelt. Zur Analyse wurden die Zellen nach 
angegebener Inkubation isoliert und fixiert. Im Anschluss daran wurde die DNA mit 
dem spezifischen Farbstoff DAPI markiert und dann im Durchflusszytometer 
quantifiziert. Da sich die DNA während der Progression durch die Zellzyklus-Phase 
während der S-Phase durch DNA-Neusynthese von der G1/G0- bishin zur G2/M-
Phase fast verdoppelt, ist es durch diese Methode möglich, den DNA-Gehalt einer 
Zelle zu messen und ihren Aufenthalt im Zellzyklus zu bestimmen. Von TCDD ist 
bekannt, dass es in Thymozyten der Maus z.B. zu einem Arrest der Zellen in der G1-
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Phase des Zellzyklus und dementsprechend zu einer Inhibierung der Proliferation zu 
führen (Kolluri et al. 1999). Die Behandlung der 5L-Zellen mit der Referenzsubstanz 
TCDD (1nM) führte zu einem solchen G1-Arrest, der bereits nach 24 h deutlich wird 
(Abb. 3.13). Während der prozentuale Anteil der 5L-Zellen in der G1-Phase des 
Kontroll Ansatze ca. 57 % beträgt, steigt dieser in Gegenwart von TCDD auf ca. 
73 % der Zellen an. Korrespondierend wird eine Verminderung des Anteils der Zellen 
in der S- und der G2/M-Phase deutlich.  
 
 A)         Kontrolle                  B)        TCDD (1 nM) 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.13: TCDD induziert einen Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus bereits nach 
24 h in 5L (AhR+)-Zellen. (A) 5L (AhR+)-Zellen wurden über 4 h, 24 h, 48 h und 72 h 
wachsen gelassen und zu den angegebenen Zeitpunkten die Verteilung der Zellen auf die 
Zellzyklus-Phasen G1/G0-, S- und G2/M-Phase analysiert. (B) Zellzyklus-Phasen-Verteilung 
in Gegenwart von 1 nM der Referenzsubstanz TCDD im Medium. Die Zellen beider Ansätze 
wurden zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert und fixiert. Die Zellzyklusverteilung wurde 
durch Färbung der DNA der fixierten Zellen mit DAPI in einem FACS BD LSR II-
Durchflusszytometer (Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert. Die Diagramme zeigen die 
prozentuale Verteilung der Zellen auf die Zellzyklus Phasen (G1/G0-, S- und G2/M-Phase) 
nach Auswertung der Rohdaten mit der ModFit® Software (Verity Software House Inc., 
Maine, USA). Die dargestellten Diagramme zeigen einen von insgesamt drei unabhängigen 
Versuchen zur Etablierung eines dioxin-ähnlichen G1-Phasen-Arrestes. 
 
 
Nach Etablierung der Zellzyklusanalyse für TCDD wurde die Wirkung von BDE47 auf 
die Zellzyklus-Verteilung von 5L- und BP8-Zellen untersucht. BDE47 führte wie 
TCDD zu einem konzentrationsabhängigen, prozentualen Anstieg der Zellen in der 
G1/G0-Phase und einem korrespondierenden Rückgang der Zellen in der S- und 
G2/M-Phase nach 24 h Inkubation mit BDE47 (Abb. 3.14). Es ist deutlich zu 
erkennen, das bereits 0,1 µM BDE47 zu einem deutlichen Anstieg auf 65 (±2) % der 
5L-Zellen in der G1-Phase führten gegenüber 49 (±2) % in der Kontrolle. Bei einer 
Konzentration von 10 µM BDE47 schien der Anteil der Zellen mit 80 (±3) % in der 
G1/G0-Phase bereits gesättigt, 100 µM BDE47 hatten keine weitere Erhöhung zur 
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Folge. Der Anstieg der Zellen in der G1/G0-Phase hatte wie bereits für TCDD 
beobachtet (Abb. 3.13) eine Abnahme der sich in der S-Phase und in der G2/M-
Phase befindlichen Zellen zur Folge. So waren nach 10 µM BDE47 nur noch 
10 (±3) % der 5L-Zellen in der S-Phase und 48 (±3) % in der G2/M-Phase des 
Zellzyklus gegenüber jeweils 32 (±4) % in der S-Phase und 17 (±2) % in der G2/M-
Phase in den Kontrollen. In den BP8-Zellen war kein Einfluss der BDE47-Inkubation 
auf die Zellzyklusverteilung erkennbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.14: BDE47 führt zu einem konzentrationsabhängigen G1-Arrest in 5L (AhR+)-
Zellen. Verschiedene Konzentrationen BDE47 (0,1-100 µM) wurden für 24 h in 5L- und BP8-
Zellen inkubiert und die Auswirkung auf die Verteilung der Zellen auf die Phasen des 
Zellzyklus untersucht (G1/G0-, S- und G2/M-Phase). Der experimentelle Aufbau und die 
Durchführung erfolgten wie in Abb. 3.13 beschrieben nach Fixierung und DNA-Färbung der 
Zellen mit DAPI und anschließender Analyse in einem Durchflusszytometer. Die Mediane 
und Standardabweichungen resultieren aus drei bis fünf unabhängigen Experimenten. 
 
 
Auch TBDF (1 nM) führte zu einem signifikanten Anstieg der 5L-Zellen in der G1/G0-
Phase (71 (±4) %) und einer Abnahme der S- und G2/M-Phase, wie zuvor für BDE47 
(10 µM) festgestellt (Abb. 3.15). Auch die Regulation der Verteilung der 
prolifierienden Zellen auf die Phasen des Zellzyklus bzw. die Deregulation nach 
Inkubation mit einer dioxin-ähnlichen Substanz (TCDD, TBDF und BDE47) ist AhR-
abhängig. Ein prozentualer Anstieg der Zellen in der G1/G0-Phase war nur in 5L-
Zellen, nie in dem AhR-defizienten Subklon BP8 zu beobachten. In einem weiteren 
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5L (AhR+) 
unabhängigen Ansatz sollte im Folgenden die Proliferationshemmung auf Ebene der 
DNA-Neusynthese während der S-Phase des Zellzyklus untersucht werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.15: TBDF führt zu einem G1-Arrest von 5L (AhR+)-Zellen. 5L-Zellen wurden (wie 
in Abb. 3.13 und 3.14 beschrieben) für 24 h mit BDE47 (10 µM) und TBDF (1 nM). Nach 
Isolierung und Ethanol-Fixierung wurde die zelluläre DNA mit DAPI gefärbt und anschließend 
im Durchflusszytometer analysiert. Die Diagramme zeigen die prozentuale Verteilung der 
Zellen auf die Zellzyklus Phasen (G1/G0-, S- und G2/M-Phase). Statistisch signifikante 
Änderungen sind durch Sterne indiziert und beziehen sich auf die Kontrolle 
(T-Test, *** p ≤ 0,001). Die Mediane und Standardabweichungen stehen für fünf 
unabhängige Experimente. 
 
 
 
 
 
3.4.3  BDE47 inhibiert die DNA-Neusynthese 
Die Bestimmung der sich in der S-Phase des Zellzyklus befindlichen Zellen erfolgte 
durch Messung des Einbaus des synthetischen Thymidinanalogs BrdU (5-Bromo-2-
desoxyuridin) in neu synthetisierte DNA und anschließende Detektion mit einem 
Antikörper, proliferierende Kontrollzellen dienten hier als Referenz (100 %). Nach 
24 h Inkubation mit TCDD (1 nM) verringert sich die DNA-Neusynthese in 5L-Zellen 
von 100 % der Kontrolle auf 45 (±10) % (Abb. 3.16). Die DNA-Synthese der AhR-
defizienten BP8-Zellen bleibt bei gleichen Konzentrationen TCDD unbeinflusst, 
99 (±6) % der Kontrolle proliferieren noch. Die Ergebnisse der Analyse für BDE47 
und TBDF sind in Abb. 3.17 zusammengestellt. 
%
 Z
el
le
n
0
20
40
60
80
100
*** *** G1/G0 
S 
G2/M
- +
- - +TBDF 1nM
BDE47 10µM -
Ergebnisse 
70 
Ko
ntr
oll
e
TC
DD
 0,
1n
M
TC
DD
 1n
M
0
20
40
60
80
100
120 5L (AhR+) 
BP8 (AhR-) 
%
 p
ro
lif
er
ie
re
nd
e 
Ze
lle
n 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.16: TCDD inhibiert die Neu-Synthese der DNA in 5L (AhR+)-Zellen. Nach 24 h 
Inkubation mit 0,1 und 1 nM TCDD wurden 5L- und BP8-Zellen dem BrdU-Assay zur 
Messung der DNA-Neusynthese unterzogen. In de novo-synthetisierte DNA wird das 
Thymidin-Analog BrdU eingebaut, welches dann mit einem spezifischen Antikörper in einer 
kolorimetrischen Reaktion detektiert werden kann. Die Darstellung zeigt den prozentualen 
Anteil an Zellen, die DNA-Neusynthese (BrdU-Inkorporation) aufweisen, unbehandelte 
Kontrollen werden als 100 % proliferiende Zellen betrachtet. Das Diagramm zeigt die 
Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen. 
 
 
 
Wie für TCDD beobachtet, hatte auch das bromierte Furan TBDF ähnliche Effekte 
auf die DNA-Neusynthese in 5L (AhR+)-Zellen mit steigenden Konzentrationen, eine 
Konzentration von 1 nM führt bereits zu einem hoch-signifikanten Rückgang von 
100 % der Kontrolle auf 57 (±4) % proliferierende Zellen (Abb. 3.17). BDE47 (10 µM) 
führte in 5L-Zellen zu einer Abnahme der DNA-Neusynthese auf 65 (±7) % 
proliferierende Zellen, hohe Konzentrationen (100 µM) hatten einen Rückgang bis 
auf 25 (±14) % zur Folge. Die durch TBDF verursachte Inhibierung der DNA-
Neusynthese fiel schwächer aus als der für TCDD (Abb. 3.16) und BDE47 
(Abb. 3.17) beobachtete Effekt. Ähnliche Beobachtungen konnten auch in den 
Analysen der Verteilung der Zellen auf die Zellzyklus-Phasen gemacht werden 
(Abb. 3.15), sowohl TBDF als auch BDE47 hatten einen Rückgang der Zellen in der 
S-Phase verursacht. In BP8-Zellen dagegen erzielte erst die höchste Konzentration 
BDE47 (100 µM) einen Rückgang der DNA-Neusynthese auf 64 (±20) % der 
Kontrolle, geringere Konzentrationen hatten keine Effekte. Hieraus lässt sich folgern, 
dass die Reduktion der DNA-Neusynthese in Abhängigkeit des AhRs geschieht. Die 
Effekte der hohen Dosierungen in den AhR-defizienten BP8-Zellen korrelieren nicht 
mit den Analysen der Vitalität und Zytotoxizität (Abb. 3.1 und 3.2), bei denen keine 
ausgeprägten zytotoxischen Effekte auftraten. 
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Abb. 3.17: TBDF und BDE47 inhibieren die Neu-Synthese der DNA in 5L (AhR+)-Zellen. 
Nach 24 h Inkubation mit TBDF (0,01-10 nM) und BDE47 (0,1-100 µM) wurden 5L (AhR+) 
und BP8 (AhR-) Zellen dem BrdU-Assay zur Messung der DNA-Neusynthese unterzogen. 
Das Prinzip der Messung ist bereits in Abb. 3.15 und 3.16 dargestellt. Die Darstellung zeigt 
den prozentualen Anteil an Zellen, die DNA-Neusynthese (BrdU-Inkorporation) aufweisen, 
unbehandelte Kontrollen werden als 100 % betrachtet. Das Diagramm zeigt die Ergebnisse 
von drei unabhängigen Versuchen. Statistisch signifikante Änderungen sind durch Sterne 
indiziert (T-Test, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,005). 
 
 
BDE47 zeigte in den bisherigen Versuchen eine dioxin-ähnliche Wirkung. BDE47 
aktivierte den AhR und führt zu dessen Translokation vom Zytosol in den Nukleus 
(Kapitel 3.2.4 und 3.2.5). Weiterhin war die gesteigerte Expression des AhR-Zielgens 
CYP1A1 zu beobachten (Kapitel 3.2.1 und 3.2.2), welche nach Depletion des 
Rezeptors durch RNA-Interferenz vermindert war (Kapitel 3.2.3). Weitere 
zellbiologische Endpunkte sind die Regulation der Proliferation und des Zellzyklus, 
diese waren in AhR-abhängiger Weise negativ reguliert (Kapitel 3.4). Wie für TCDD 
in der Literatur berichtet, hatte BDE47 einen inhibierenden Effekt auf die Proliferation 
von 5L (AhR+)-Zellen, indem es zu einem Arrest der Zellen in der G1/G0-Phase des 
Zellzyklus führte. Darüber hinaus war der prozentuale Anteil der Zellen nach BDE47 
Behandlung auf die S-Phase und G2/M-Phase vermindert, eine Verminderung der 
DNA-Neusynthese als Reflektion der S-Phase konnte in einem unabhängigen Ansatz 
verifiziert werden. Keinerlei Effekte konnten bislang in den AhR-defizienten BP8-
Zellen detektiert werden. TBDF zeigte in allen beschriebenen Punkten eine analoge, 
aber wesentliche stärkere Wirkung (vergleiche die relative Effekt-Potenz Abb. 3.10). 
Diese Endpunkte zellulärer Toxizität sind bekannte und spezifische Endpunkte der 
Aktivierung des AhRs nach TCDD-Behandlung (Bock und Köhle 2006). Zur 
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Identifizierung weiterer, noch unbekannter AhR-abhängiger Effekte wurden im 
weiteren Verlauf der Arbeit genomweite Analysen der Gen-Expression in 5L (AhR+)-
Zellen nach BDE47-Inkubation durchgeführt. 
 
 
3.5  BDE47 und TBDF induzieren ein dioxin-ähnliches Gen-
Expressions-Muster in 5L (AhR+)-Zellen 
3.5.1  Genomweite Analyse der Genexpression nach BDE47- und TBDF-
Inkubation 
Mithilfe der Microarray-Technologie lässt sich simultan die Änderung der Expression 
tausender Gene erfassen. Durch die Anwendung dieser Technologie sollte nun die 
Genexpressions-Profile in 5L (AhR+)-Zellen nach Inkubation (24 h) mit BDE47 und 
TBDF, untersucht werden, um mögliche neue und unbekannte Gen-Kandidaten zu 
identifizieren. Diese könnten helfen, die für TCDD, TBDF und auch PBDE-Kongenere 
beobachtete und zu großen Teilen mechanistisch unverstandene Toxizität im 
Tiermodell zu erklären. 
 
Die Genexpressions-Profile in 5L-Zellen nach BDE47 (100 µM) und TBDF (10 nM) 
Inkubation sind in Tab. 3.1 aufgelistet und weisen die Induktion verschiedener AhR-
Zielgene auf. So war die Expression des detoxifizierenden Phase I-Enzyms 
Cytochrom-P450-Monooxygenase 1A1 (Cyp1A1), dem klassischen Biomarker dioxin-
artiger Exposition, durch BDE47 17,1 und 7 fach und durch TBDF 12 fach erhöht 
(Tab. 3.1), wobei die Induktion in Vorversuchen mit der quantitativen RT-PCR 
wesentlich höher ausfiel (Abb. 3.3). Weiterhin war die Expression einer Vielzahl von 
Genen signifikant gesteigert, deren Regulation durch den AhR zum Teil bereits 
bekannt und verifiziert ist. Diese regulierten Gene lassen sich in funktionelle Gruppen 
unterteilen, die erste Gruppe umfasst an der Biotransformation von Xenobiotika 
beteiligte Gene. So war die Expression von detoxifizierenden Phase I-Enzymen der 
Aldehyd-Dehydrogenasen Aldh3A1 und Aldh3A3 und besonders die der Cytochrom-
P450-Monooxygenase 1B1 (Cyp1B1) gleichermaßen durch TBDF und BDE47 
erhöht, ebenso die der detoxifizierenden Phase II-Enzyme Glutathion-S-
Transferase 2A (Gst2A) und die UDP-Glukuronosyltransferase 1A6 (UGT). Die 
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Expression der Cyp1B1 war durch BDE47 und TBDF jeweils 23-24 fach und 
30 40 fach gegenüber den Kontrollen erhöht. Die höchste Expressions-Steigerung 
wies die Gst2A (32-40 fach) nach BDE47 und TBDF (147 fach) Behandlung auf. Die 
Gene Cyp1B1, Aldh3A1, Gst2A und UGT1A6 gehören zur TCDD-induzierbaren AhR-
Genbatterie, die Funktionen der Gene im Metabolismus von Xenobiotika sind in 
einem Übersichtsartikel beschrieben (Bock und Köhle 2006).  
 
Neben Genen des Fremdstoffmetabolismus induzierten BDE47 und TBDF 
gemeinsam die Expression von weiteren AhR-Zielgenen und solchen, die am AhR-
Signalweg selbst beteiligt sind. So war eine gesteigerte Expression des AhR-
Repressors (AhRR), dem Terminator des aktivierten AhR-Signalweges, zu 
beobachten (Mimura et al. 1999). Die Expression eines weiteren, bekannten AhR-
Zielgens, der Ektonukleosid Triphosphat Diphosphohydrolase 1 (Entpd1) bzw. Ekto-
ATPase CD39 wurde ebenso durch BDE47 und TBDF erhöht. Diese Induktion der 
interessanten Ekto-ATPase durch TCDD und eine mögliche Funktion in der Zell- 
Erkennung wurde berichtet (Gao et al. 1998). Auch das Jun-Onkogen und eine 
TCDD-induzierbare Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (Tiparp) wurden durch BDE47 
und TBDF induziert. Zur Familie der Jun-Transkriptionsfaktoren zählen Proto-
Onkogene und fundamentale Regulatoren einer Vielzahl von zellulären Prozessen 
(c-jun und junD), eine Regulation durch den AhR konnte belegt werden (Weiss et al. 
2005). Eine AhR-abhängige TCDD-Induktion der Tiparp wurde auch in Microarray-
Analysen in der Maus in vivo beobachtet (Tijet et al. 2006), Poly-(ADP-Ribose)-
Polymerasen sind generell an der Apoptose beteiligt. Auch das Serpin 1 (Pai-1) wird 
direkt durch TCDD reguliert und ist an der Regulation des Zell-Wachstums und der 
Differenzierung beteiligt (Son und Rozman 2002). 
 
 
 
Tab. 3.1: Globale Genexpressions-Analysen in 5L (AhR+)-Zellen nach BDE47- und 
TBDF-Inkubation. Die Inkubation der Zellen erfolgte für 24 h mit BDE47 (100 µM) und  
TBDF (10 nM), sowie jeweils DMSO (0,05 % (v/v)) und Toluol (0,05 % (v/v)) als 
Lösungsmittel-Kontrollen. Nach der Inkubation wurde die gesamte RNA isoliert, prozessiert 
und mit einem Affymetrix-Microarray-Chip hybridisiert (GeneChip® Rat Genome 230 2.0 
Array) und ausgewertet. Die Regulation der Gen-Expressionen sind als x-fache Änderung 
der Expression in der behandelten Probe über die Expression der jeweiligen Lösungsmittel-
Kontrolle dargestellt. Jede CHIP-Analyse repräsentiert einen Pool aus drei bis vier 
unabhängigen Experimenten. Zur Darstellung wurden nur signifikant regulierte Gene 
ausgewählt. Die Abkürzung „nd“ steht für „nicht detektiert“. 
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Tab. 3.1: Globale Genexpressions-Analysen in 5L (AhR+)-Zellen nach BDE47- und TBDF-
Inkubation. (Beschreibung auf der vorherigen Seite) 
 
Chip1 Chip2 Chip1 Chip2
Metabolismus (Xenobiotika)
1370269_at Cyp1a1 Cytochrom-P450-Monopxygenase 1A1 17.1 7.0 12.1 27.9
1368990_at Cyp1b1 Cytochrom-P450-Monopxygenase 1B1 24.3 22.6 29.9 39.4
1368608_at Cyp2f2 Cytochrom-P450-Monopxygenase 2F2 13.9 45.3 13.0 21.1
1370387_at Cyp3a13 Cytochrom-P450-Monopxygenase 3A13 1.0 0.7 0.9 0.7
1370399_at Cyp4b1 Cytochrom-P450-Monopxygenase 4B1 3.7 4.0 1.4 nd
1368180_s_at Gsta2 Glutathion-S-Transferase A2 39.4 32.0 147.0 97.0
1368130_at Aldh3a1 Aldehyd-Dehydrogenase 3A1 4.6 6.1 16.0 27.9
1368365_at Aldh3a2 Aldehyd-Dehydrogenase 3A2 2.1 2.3 2.3 2.1
1369072_at Adh7 Alkohol-Dehydrogenase 7 5.3 4.9 6.1 4.3
1387759_s_at Ugt1a6 UDP-Gykosyltransferase 1A6 2.0 2.6 2.6 3.2
1387599_a_at Nqo1 NAD(P)H-Chinon-Dehydrogenase 1 1.9 1.6 2.5 2.8
Entzündung
1368128_at Pla2g2a Phospholipase A2, Gruppe IIA 168.9 157.6 588.1 362.0
1368527_at Cox2 Cyclooxygenase 2 16.0 11.3 34.3 39.4
1368014_at Ptges Prostaglandin-E-Synthase 8.6 9.2 16.0 16.0
1369814_at Ccl20 Chemokin-(CC-Motif)-Ligand 20 8.6 6.5 16.0 17.1
1367940_at Cmkor1 Chemokin-Orphan-Rezeptor 1 14.9 13.9 11.3 12.1
AhR Signalweg
1380746_at AhRR Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor-Repressor 18.4 16.0 16.0 21.1
1368885_at Entpd1 Ectonukleoside-Triphosphat-Diphosphohydrolase 1 17.1 17.1 13.0 13.9
1385407_at Tiparp TCDD-induzierbare Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 5.3 5.3 6.1 7.5
1369788_s_at Jun Jun-Onkogen 2.3 2.5 2.1 2.0
1368519_at Serpine1 Serin-Peptidase-Inhibitor E1 7.0 9.2 9.8 12.1
Zellzyklus und DNA-Synthese
1387391_at Cdkn1a Cyclin-abhängiger Kinase-Inhibitor 1A (p21, Cip1) 2.6 2.3 2.6 2.8
1369192_at Cdkn1b Cyclin-abhängiger Kinase-Inhibitor 1B (p27, Kip1) 4.3 2.0 1.1 2.0
1368947_at Gadd45a "Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha" 2.6 2.6 0.8 0.8
1372186_a_at Top2a Topoisomerase-(DNA) 2 alpha 0.1 0.2 0.2 0.2
1370346_at Ccnb1 Cyclin B1 0.1 0.2 0.2 0.2
1379582_a_at Ccna2 Cyclin A2 0.1 0.2 0.2 0.2
1368260_at Aurkb Aurora-Kinase B 0.1 0.2 0.3 0.3
DNA Reparatur
1387540_at Brca1 "Breast cancer 1" 0.5 0.7 0.5 0.5
1368324_at Brca2 "Breast cancer 2" 0.1 0.5 0.4 0.4
1368777_at Bard1 BRCA1-assozierte RING Domäne 1 0.1 0.3 0.4 0.3
1383578_at Rad51 Rad51-Homolog 0.1 0.2 0.3 0.2
Verschiedene
1385722_at Sim2 Single-minded 2 Homolog 29.9 19.7 22.6 42.2
1370540_at Nr1d2 nukleärer Rezeptor 1D2 6.5 4.0 nd 1.9
1376362_at Nptxr neuronaler Pentraxin-Rezeptor 4.6 4.9 4.6 5.7
1367782_at Cox6a2 Cytochrom-C-Oxidase 6A2 19.7 nd nd nd
1368648_at Cox4i2 Cytochrom-C-Oxidase 4 Isoform 2 0.3 0.6 0.4 nd
1371762_at Rbp4 Retinol-Binde-Protein 4 14.9 9.8 16.0 16.0
1369909_s_at Tm6p1 Fasten-induzierbares integrales Membran-Protein 4.9 4.6 6.1 7.0
Affymetrix ID Gen Symbol Gen Name TBDFBDE47
 
 
 
 
Ergebnisse 
75 
Eine Reihe von Genen, die an Entzündungs-Prozessen beteiligt sind, war durch 
BDE47 und TBDF differentiell reguliert. Die Phospholipase A2 (Pla2g2a) zeigte die 
höchste Expression innerhalb der Analysen nach BDE47- (158-169 fach) und TBDF 
(362-588 fach)-Behandlung gegenüber der Kontrolle. Die Phospholipase A2 
vermittelt die Freisetzung von der Arachidonsäure aus Membranlipiden (Gilroy et al. 
2004), ihre Expression wurde auch in der Maus in vivo nach TCDD-Behandlung 
detektiert (Tijet et al. 2006). Zusätzlich waren die Prostaglandin-Endoperoxide-
Synthase 2 bzw. besser bekannt als Cyclooxygenase 2 (Cox2) sowie die 
Prostaglandin-E-Synthase (Ptges1) erhöht exprimiert. Die transkriptionelle Hoch-
Regulation der Cox2 durch TCDD konnte in β-Zellen des Pankreas beobachtet 
werden (Yang und Bleich 2004). Cyclooxygenasen sind Enzyme, welche die 
Synthese von Prostanoiden aus freier Arachidonsäure katalysieren (Müller-Decker 
und Fürstenberger 2007). Neue und möglicherweise durch den AhR regulierte Gene, 
wie etwa der Chemokin-(CC-Motiv)-Ligand 20 (Ccl20 bzw. Mip3A) und ein G-Protein 
gekoppelter Chemokin Orphan Rezeptor 1 (Cmkor1 bzw. Cxcr7) waren gleichfalls 
durch BDE47 und TBDF hochreguliert. Ccl20 ist in hepatozellulären Karzinomen 
stark exprimiert und weist eine noch höhere Expression in kolorektalen 
Lebermetastasen auf (Rubie et al. 2006 A und B), der Chemokin-Rezeptor Cxcr7 
wird ebenfalls mit der Malignität von Tumoren assoziiert und ist Lungen- und 
Brusttumoren gesteigert exprimiert (Miao et al. 2007). 
 
Insbesondere die Expressions-Änderungen einiger für den Zellzyklus und die DNA-
Synthese relevanter Gene waren von Interesse. So war die Expression des Inhibitors 
der Cyclin-abhängigen Kinase 2 (CDK2), der CDK Inhibitor 1A (p21Cip1 bzw. Cdkn1A) 
durch BDE47 und TBDF hochreguliert, jeweils 2,3-2,6 fach und 2,6-2,8 fach, und der 
CDK Inhibitor 1B (p27Kip1 bzw. Cdkn1B) 4,1-2,0 fach durch BDE47, aber scheinbar 
geringer durch TBDF (1,1-2,0 fach). Diese CDK-Inhibitoren sind bekannte AhR-
Zielgene nach TCDD-Induktion und in der Literatur beschrieben (Bock und Köhle 
2006). Weiterhin war die Expression der Cycline A2 und B1 (CcnA2 und CcnB1) 
durch BDE47 und TBDF vermindert. Dies könnte eine indirekte Regulation sein, da in 
den Experimenten zuvor ein AhR-abhängiger Arrest der 5L-Zellen in der G1/G0-
Phase nach BDE47- und TBDF-Behandlung auftrat und die Zahl der Zellen in der S-
Phase verringert war (Kapitel 3.4.2 und 3.4.3). Ccna2 ist an der Progression der S-
Phase beteiligt, eine Deregulation der Expression konnte nach TCDD Behandlung in 
Ergebnisse 
76 
Kontakt-inhibierten Epithelzellen in der Rattenleber beobachtet werden (Dietrich et al. 
2002). Durch BDE47 und TBDF gleichermaßen war auch die Expression 
Topoisomerase II (Top2A) und der Aurora-Kinase (Aurok) vermindert. Die Aurora-
Kinase spielt eine Rolle im Zellzyklus bei der Chromosomen-Segregation und der 
Zytokinese, und könnte ein neues, negativ reguliertes AhR-Zielgen sein bzw. indirekt 
in Folge des G1/G0-Arrests vermindert exprimiert sein. Zwei DNA-Reparaturenzym-
Gene, Breast Cancer 1 und Breast Cancer 2 (Brca1 und Brca2), wurden durch 
BDE47 und TBDF vermindert exprimiert. Das Brca2-Gen zählt zu den 
Tumorsupressor-Genen, zusammen mit Rad51 ist es an der homologen 
Rekombination der DNA nach Schäden beteiligt (Shivji et al. 2006). 
 
Die Expression der bekannten AhR-Zielgene wurde durch BDE47 und TBDF in 
ähnlichem Maße differentiell reguliert. Aber auch durch BDE47-Behandlung exklusiv 
regulierte Zielgene wurde entdeckt, z.B. die Atmungsketten-Komponente 
Cytochrome C-Oxidase Untereinheit 6A1 (Cox6A1), deren Expression nur durch 
BDE47 stark erhöht (19,6 fach) und durch TBDF nicht detektierbar war. Dahingegen 
war die Cytochrome C-Oxidase Untereinheit 4-2 (Cox4i2) durch beide Substanzen 
gleichermaßen vermindert exprimiert. Die Cytochrom C-Oxidasen sind die terminalen 
Enzyme der Atmungskette in Mitochondrien, sie übertragen Elektronen auf 
Sauerstoff. Weiterhin wurde das Fasten-induzierbare, integrale Membranprotein 6 
(Tmp6) induziert, welches eine Rolle im Fasten-induzierten Katabolismus in der 
Leber spielt (Zhang et al. 2000). Besonders interessant waren auch die Regulation 
des nukleären Rezeptors Nr1d2 bzw. RevErbβ, und die des Single-minded 2 (Sim2) 
Homologs sowie eines neuronalen Pentraxin Rezeptor (Nptxr). Das Sim2 Gen 
kodiert für ein Protein der bHLH- und Per/ARNT/SIM-Familie (zu der auch der AhR 
gehört) und ist in die mentalen Retardierung des Down-Syndroms involviert. Die 
Überexpression von Sim2 im Rattengehirn hatte eine Beeinträchtigung des Lernens 
und der synaptischen Plastizität zur Folge (Meng et al. 2006). Der nukleäre Hormon-
Rezeptor RevErbβ spielt eine Rolle in der Homöostase des Lipid-Metabolismus, der 
Entzündung und der zirkadianen Rhythmik (Ramakrishnan und Muscat 2006). Eine 
weitere gesteigerte Expression durch BDE47 und TBDF zeigten die interessanten 
Gene für das Retinol-Bindeprotein 4 (Rbp4), des Serpin 1 bzw. Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor 1 (Pai1) und der Cytochrom-P450-Monooxygenase 2F2. Erhöhte 
Rbp4 Serumspiegel wurden mit der Entstehung von Insulin Resistenz der Krankheit 
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Diabetes assoziiert (Yang et al. 2005). Die Induktion von Pai1 durch TCDD in 
Hepatomzellen wurde berichtet, Pai1 ist ein Serin-Protease Inhibitor und ist in der 
Regulation der Wundheilung, der Angiogenese und der Entzündung beteiligt (Son 
und Rozman 2002 und Referenzen in dieser Arbeit). Cyp2F2 gehört zur Cyp2 
Superfamilie, die generell and der Metabolisierung von Fettsäuren, Steroiden und 
Eikosanoiden beteiligt ist (Chen et al. 2002). In einem nächsten Schritt wurde nun die 
Regulationen einiger der interessanten Gen-Kandidaten mit einer unabhängigen 
Methode, der quantitativen real-time PCR (qPCR) verifiziert. 
 
 
3.5.2  Verifizierung der Regulation ausgewählter AhR-Zielgene durch 
BDE47 und TBDF auf mRNA-Ebene 
Die im Rahmen der Microarray-Analyse gewonnen Daten wurden mit einer 
unabhängigen, zweiten Methode, der quantitativen real-time PCR (qPCR) verifiziert. 
Hierzu wurde die Expression einer Reihe von AhR-Zielgenen zur Überprüfung 
ausgewählt. Die Untersuchung erfolgte parallel in 5L (AhR+)- und als Ergänzung zu 
den globalen Transkriptions-Analysen (Kapitel 3.5.1) zusätzlich in BP8 (AhR-)-Zellen, 
was eine Abschätzung der AhR-Abhängigkeit der beobachteten Gen-Regulationen 
erlaubt. Bleibt eine transkriptionelle Regulation in den AhR-defizienten BP8-Zellen 
aus, die zuvor in 5L-Zellen beobachtet wurde, lässt dies auf eine Beteiligung durch 
den AhR schließen. Die Methode der qPCR beruht auf der Untersuchung der 
Expression einzelner Gene mittels spezifischer Primerpaare und den Bezug der 
Expression auf die Kontrolle und ein konstitutiv exprimierten Haushaltsgens, z.B. das 
β-Aktin, bezogen.  
 
Die Expression des TCDD-Biomarkers und AhR-Zielgens Cyp1A1 wurde in den 
Kapiteln 3.2.1 (Abb. 3.3) untersucht und belegte bereits eine signifikante Steigerung 
der Expression nach BDE47- und TBDF-Behandlung. Abb. 3.18 zeigt die 
Verifizierung der bekannte AhR-Zielgene Glutathion-S-Transferase 2A (Gst2A), 
Cyclooxygenase 2 (Cox2), Ektonukleosid-Triphosphat-Diphospho-hydrolase 1 
(Entpd1), CDK Inhibitor 1A (p21Cip1 bzw. Cdkn1A) und CDK Inhibitor 1B  
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Abb. 3.18: Verifizierung der Induktion bekannter AhR-Zielgene durch BDE47 und 
TBDF. Analog zu den in Untersuchungen der Cyp1A1 Induktion in Abb. 3.3 Nach 24 h 
Inkubation mit TBDF (1 nM) und  BDE47 (10 µM) wurden die CYP1A1 Transkriptmengen 
mittels quantitativer real-time PCR in 5L (AhR+)- und BP8 (AhR-)-Zellen erfasst. Die 
Expression der folgenden Gene wurde mit Gen-spezifischen Primern untersucht (von links 
nach rechts, oben nach unten): Gst2A, Cox2, Entpd1, p21Cip1 (Cdkn1A), p27Kip1 (Cdkn1B) 
und Cyclin A2 (Ccna2). Die dargestellten Ergebnisse sind auf die Kontrolle bezogen und auf 
die Expression von β-Aktin innerhalb jeder Probe normalisiert, welches keine Schwankungen 
aufwies. Die Lösungsmittel (DMSO und Toluol, jeweils 0,05 % [v/v]) hatten keinen Einfluss 
auf die Expressionen. Die Mediane und Standardabweichungen resultieren aus drei bis fünf 
unabhängigen Experimenten. Statistisch signifikante Änderungen der Expression sind durch 
Sterne gekennzeichnet (T-Test, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,005). 
 
 
(p27Kip1 bzw. Cdkn1B) mittels qPCR. Die Gene wurden bereits in Kapitel 3.5.1 
beschrieben, die jeweiligen Referenzen sind in einer Literatur-Übersichtsarbeit 
zusammengefasst (Bock und Köhle 2006). Die getesteten Gene wurden alle durch 
BDE47 und TBDF in 5L-Zellen wie zuvor festgestellt (Tab. 3.1) gesteigert exprimiert, 
es war keine differentielle Regulation in den AhR-defizienten BP8-Zellen zu 
beobachten. Interessanterweise fiel die Steigerung der Expression der Gst2A auf das 
510 (±144) fache der Kontrolle nach TBDF (1 nM) für 24 h, wesentlich höher aus als 
in den Microarray-Analysen detektier, wie für viele der differentiell regulierten Genen 
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beobachtet. Die Expression der Cox2 war durch BDE47 (10 µM) auf das 
83 (±24) fache und durch TBDF (1 nM) auf das 72 (±45) fache der Kontrolle 
gesteigert. Des Weiteren konnte die gesteigerte Expression der p21Cip1 und der 
p27Kip1 durch BDE47 und TBDF gezeigt werden, die Expression des bekannten AhR 
Zielgens p27Kip1 durch TBDF wurden im Microarray nicht angezeigt (Tab. 3.1). 
BDE47 steigerte die Expression p21Cip1 3 (±1) fach und die der p27Kip1 6 (±4) fach 
gegenüber der Kontrolle, TBDF jeweils 4 (±0,6) fach und 7 (±3) fach. 
Zusammenfassend betrachtet, führten BDE47 und TBDF zur AhR-abhängigen 
Induktion der getesteten und bekannten Zielgene. 
 
 
3.5.3  Verifizierung der Regulation neuer AhR-Zielgene durch BDE47 und 
TBDF auf mRNA-Ebene 
Zusätzlich zu der Induktion bekannter AhR-Zielgene durch BDE47 und TBDF kam es 
zur differentiellen Regulation einiger unbekannter, potentiell neuer AhR-Zielgen-
Kandidaten. Die Änderung der Expression dieser Gen-Kandidaten nach Inkubation 
mit BDE47 und TBDF wurde wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben mittels qPCR verifiziert. 
Die Ergebnisse dieser Verifizierung sind in Abb. 3.19 dargestellt. Anhand Gen-
spezifischer Primer konnte belegt werden, dass die Behandlung mit BDE47 (10 µM) 
und TBDF (1 nM) nach 24 h zur Induktion der Phospholipase Pla2g2a, des 
Chemokin-Orphan-Rezeptors Cxcr7 (Cmkor1) und des Chemokins Ccl20 führt. 
Weiterhin waren die Expressionen des Cyclin A2 (Ccna2), und die der an der DNA-
Reparatur beteiligten Gene Brca2 und Rad51 sowie der Aurora-Kinase (Aurok) 
signifikant reprimiert. Diese verminderte Expression könnte auch ein indirekter Effekt 
infolge der durch BDE47 und TBDF inhibierten Proliferation sein (Kapitel 3.4). Eine 
genauere Beschreibung der in diesem Kapitel ausgewählten Gene erfolgte bereits im 
Kapitel 3.5.1. Weiterhin war die Expression des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors 
Serpin1 (Pai1), des Retinol-Bindeproteins Rbp4 und der Cyp2F2 erhöht. Cyp2F2 ist 
das einzige Gen, dessen Expression bislang durch eine der Substanzen, TBDF 
(1 nM), in BP8 (AhR-)-Zellen differentiell reguliert wurde, es kam zu einer 
Verminderung der Transkriptmenge auf das 0,5 (±0,06) fache der Kontrolle. Des 
Weiteren wurden zwei interessante Transkriptionfaktoren, RevErbβ und Sim2, durch 
BDE47 und TBDF gesteigert exprimiert.  
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Abb. 3.19: Verifizierung der Induktion neuer AhR-Zielgene durch BDE47 und TBDF. 
(Beschreibung erfolgt auf der nächsten Seite) 
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Nach 24 h Inkubation mit TBDF (1 nM) und  BDE47 (10 µM) wurden die CYP1A1 
Transkriptmengen mittels quantitativer real-time PCR in 5L- und BP8-Zellen erfasst. Die 
Expression der folgenden Gene wurde mit Gen-spezifischen Primern untersucht (von links 
nach rechts, oben nach unten): Pla2g2A, Cxcr7 (Cmkor1), Ccl20 (Mip3α), CcnA2, Brca2, 
Rad51, Aurok, Serpin1, Rbp4, Cyp2F2, RevErbβ und Sim2. Die dargestellten Ergebnisse 
sind auf die Kontrolle bezogen und auf die Expression von β-Aktin innerhalb jeder Probe 
normalisiert. β-Aktin wies keine Änderung der Expression durch die Behandlung auf. Die 
Mediane und Standardabweichungen resultieren aus drei bis fünf unabhängigen 
Experimenten. Statistisch signifikante Änderungen der Expression sind durch Sterne 
gekennzeichnet (T-Test, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,005). Nicht-signifikante Änderungen 
sind durch eine Raute indiziert. 
 
 
 
Die Experimente zeigen, dass BDE47 und TBDF in unterschiedlichen 
Konzentrationen, jeweils 10 µM und 1 nM, die Expression einer Reihe potentiell 
neuer Zielgene in 5L (AhR+)-Zellen induzierten. Zusätzlich zu den in 5L (AhR+)-
durchgeführten Microarray-Analysen, wurden die Regulationen in den BP8 (AhR-)-
Zellen untersucht. In dem AhR-defizienten Subklon BP8 kam es außer einer 
Verminderung der Cyp2F2-Expression durch TBDF und ansonsten einigen 
unspezifischen Schwankungen aber zu keiner signifikanten differentiellen 
Genregulation. Interessanterweise war die Expressionshöhe bzw. die Werte der 
x-fachen Induktion in der qPCR-Verifizierung stets höher als im Microarray indiziert. 
Mit der qPCR konnten alle Regulationen der getesteten Gene auch in niedrigeren 
Konzentrationen als in Kapitel 3.5.1 verwendet, verifiziert werden.  
 
3.5.4  BDE47 und TBDF induzieren COX2 und p27Kip1 und reprimieren 
CCNA2 auf Proteinebene 
BDE47 und TBDF regulierten die Expression von Genen, wie in den Microarray-
Analysen zuvor beobachtet, welche verschiedenen funktionellen Gruppen 
zuzuordnen waren (Tab. 3.1). Die Induktion des klassischen AhR-Zielgens Cyp1A1, 
welches zum Fremdstoffmetabolismus zählt, konnte bereits auf mRNA- und -
Proteinebene verifiziert werden (Kapitel 3.2). In diesem Kapitel sollten nun als 
Vertreter der Gruppe entzündungsrelevanter Gene die Cyclooxygenase 2 (COX2) 
und als Vertreter der Zellzyklusrelevanten Gene p27Kip1 und Cyclin A2 (CCNA2) auf 
Proteinebene in 5L-Zellen verifiziert werden. In der Tat war nach 24 h Inkubation mit 
BDE47 und TBDF eine konzentrationsabhängige Induktion der  COX2 und p27Kip1 
sowie eine Reprimierung des CCNA2 zu beobachten (Abb. 3.20), wie zuvor auf 
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Ebene der mRNA-Regulation festgestellt (Abb. 3.18 und 3.19). Die Expression der 
Ladekontrolle PCNA war nicht beeinflusst. Im Westernblot der COX2 ist eine Bande 
unterhalb der eigentlichen COX2 bei 72 kDa zu erkennen. Wahrscheinlich geht diese 
Bande auf die konstitutiv exprimierte COX1 zurück. 
 
Die Induktion der COX2 beginnt auf Proteinebene bei einer Konzentration über 
10-100 nM BDE47, parallel beginnt die Induktion des Zellzyklus-Inhibitors p27Kip1 und 
die Reprimierung des Cyclin A2. TBDF zeigt exakt dasselbe Expressionsmuster, d.h. 
eine Steigerung der Expression von COX2 und p27Kip1 sowie eine Abnahme der 
Cyclin A2-Expression. Allerdings setzten die Effekte bei TBDF bei wesentlich 
niedrigeren Konzentrationen (0,1-1 nM) ein. Der anhand der normalisierten CYP1A1-
Protein-Expression ermittelte relative Potenzfaktor zwischen BDE47 und TBDF von 
ca. 0,006 REP (Abb. 3.10) erweist sich somit als konsistent, allerdings begann die 
Induktion der CYP1A1 bei wesentlich geringeren Konzentrationen (Abb. 3.10). 
BDE47 und TBDF induzieren COX2 und p27Kip1 und reprimieren CCNA2 auf 
Proteinebene, AhR- und konzentrationsabhängig. Die differentielle Regulation der 
Zellzyklus relevanten Proteine p27Kip1 und CCNA2 steht im Einklang mit den 
Beobachtungen des Zellzyklusarrestes in der G1-Phase und der Inhibierung der 
Proliferation in 5L (AhR+)-Zellen nach BDE47- und TBDF-Behandlung.  
 
 
A)        B) 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.20: BDE47 und TBDF regulieren COX2, p27Kip1 und CCNA2 auf Proteinebene 
differentiell in 5L (AhR+)-Zellen. BDE47 wurde in logarithmisch steigenden 
Konzentrationen für 24 h in 5L-Zellen inkubiert (1 pM -10 µM), TBDF wurde ebenfalls in 
logarithmisch steigenden Konzentrationen für 24 h in 5L-Zellen inkubiert (10 fM -10 nM). 
Rechts außen befindet sich die Kontrolle. In (A) und (B) wurden die Total-Zellextrakte (20 µg) 
mittels SDS-PAGE und Westernblot aufgetrennt und die Proteine AhR, CYP1A1 und PCNA 
mit spezifischen Antikörpern immundetektiert. PCNA diente als Ladekontrolle. Die 
dargestellten Westernblots sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.  
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TBDF und BDE47 zeigten in den Kapiteln 3.2 bis 3.5 eine Aktivierung des AhRs und 
die Induktion von typischen Zielgenen, u.a. die der Cyp1A1, deren gesteigerte 
Expression durch TCDD in der Literatur bekannt ist (Bock und Köhle 2006). Der 
AhR-Signalweg ist unter Vertebraten-Spezies konserviert, und auch im genetischen 
Modellsystem Zebrabärbling (Danio rerio) ist ein TCDD-aktivierbares Homolog, der 
AhR2 und das Zielgen Cyp1A1, beschrieben (Carney et al. 2006). Weitere 
Untersuchungen des BDE47 in diesem Modellorganismus sollte Aufschluss über 
Effekte auf die Entwicklung der Embryonen des Zebrabärblings geben. 
 
 
 
3.6  BDE47 und TBDF induzieren Endpunkte der TCDD-Toxizität in 
Danio rerio-Embryonen 
Die Embryonen des Zebrabärblings Danio rerio (im Englischen zebrafish) bieten ein 
sehr gutes Modell zur Untersuchung von Chemikalien, Pharmaka und Toxinen 
hinsichtlich Entwicklungs- und Embryotoxizität und zur Aufklärung molekularer 
Mechanismen der Toxizität (Yang et al. 2007). Eine Vielzahl entwicklungstoxischer 
Endpunkte konnte in Embryonen des Zebrabärblings nach Inkubation mit TCDD 
beobachtet werden, so wurden u.a. Ödeme des Dottersacks und des Perikards, 
Deformationen des Kiefers, eine Beeinträchtigung der Schwimmblasen-Inflation 
sowie eine verringerte Zahl an Neuronen berichtet (Hill et al. 2005).  
 
In diesem Kapitel wurden Embryonen in einem frühen Entwicklungsstadium, 4-24 hpf 
(hours post fertilization), mit TCDD (1 mg/L bzw. 3 nM), TBFD (10 µg/L bzw. 20 nM) 
und BDE47 (5 mg/L bzw. 10 µM) inkubiert, um eine mögliche Entwicklungstoxizität 
des BDE47 und TBDF zu untersuchen. Wie erwartet konnten nach TCDD die 
entwicklungstoxischen Effekte in den Embryonen nach Inkubation zu einem frühen 
Zeitpunkt (4-24 hpf) bereits nach 96 hpf beobachtet werden (Abb. 3.21). TCDD 
induzierte Ödeme des Dottersacks (leicht gelbe Färbung) und des Perikards 
(Pfeilende (1), Abb. 3.21), führte zu einem fehlerhaften Aufblähen der Schwimmblase 
(Pfeilende (2), Abb. 3.21) sowie zu einer Deformation des Kiefers (Pfeilende (3), Abb. 
3.21). Die dargestellte Kontrolle zeigte keine solchen Effekte, die Lösungsmittel 
hatten zu keinem Zeitpunkt Effekte zur Folge (DMSO und Toluol wurden mit 
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Kontrolle
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(1)
(1)
(2)
(2)
BDE47
(1)
(2)
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(3)(3)
0,05 % (v/v) eingesetzt). Die Penetranz der beobachteten Effekte lagen bei den 
ausgewählten Konzentrationen des TCDD, TBDF und BDE47 bei > 90% der 
Embryonen (pro Ansatz wurden mindestens 50 Embryonen untersucht, die Versuche 
in unabhängigen Ansätzen dreimal wiederholt). Die Ödem-Bildung des Dottersacks 
und des Perikards gingen immer mit den anderen Defekten der Kiefer-Fehlbildung 
und der mangelnden Schwimmblasen-Inflation einher, die entwicklungstoxische 
Wirkung von BDE47 und TBDF war letal (nach 96 hpf). In diesem Versuch 
verursachten BDE47 und TBDF gleiche Effekte wie die Referenzsubstanz TCDD in 
allen drei entwicklungstoxischen Endpunkten der Ödembildung, Schwimmblasen-
Störung und Kiefer-Deformation. Es handelt sich somit um eine Induktion TCDD-
typischer toxikologischer Endpunkte und morphologischer Defekte durch BDE47 und 
TBDF auch im Modell-Organismus Zebrabärbling. Wie TCDD hatten also auch 
BDE47 und TBDF eine embryotoxische bzw. entwicklungstoxische Wirkung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.21: BDE47 und TBDF wirken entwicklungstoxisch in Danio rerio-Embryonen. 
Embryonen des Zebrabärblings wurden zu einem frühen Zeitpunkt der Entwicklung 
(zwischen 4-24 hpf) mit TBDF, der Referenzsubstanz TCDD und BDE47 inkubiert. Die Bilder 
entstanden bei 96 hpf, die Pfeile markieren morphologische Defekte und Auffälligkeiten, 
welche aus der Literatur für TCDD bekannt sind (Carney et al. 2006), (1) Ödembildung des 
Dottersacks und des Perikards, (2) Fehlerhafte Inflation der Schwimmblase und 
(3) Deformation des Kiefers. Verwendete Konzentrationen: 10 µM BDE47 (5 mg/l), 20 nM 
TBDF (10 µg/l) und 3 nM TCDD (1 µg/l). Die Lösungsmittel DMSO und Toluol (jeweils 0,05 % 
(v/v)) hatten keinen Einfluss im Vergleich zur Kontrolle. Der Größen-Maßstab (schwarzer 
Balken, rechts unten) misst 0,4 mm. Die dargestellten Bilder sind repräsentativ für drei bis 
fünf unabhängige Experimente. Die Penetranz der beobachteten Effekte ist im Text 
angegeben.  
 
 
Die für BDE47 beobachteten Effekte der Kapitel 3.2 bis einschließlich Kapitel 3.6 
belegen eine Aktivierung des AhRs und eine Induktion des klassischen Zielgens 
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nach TCDD-Exposition, der Cyp1A1. Dies konnte sowohl in Ratten-Hepatozyten 
Zellkulturen und -Primärkulturen beobachtet werden, aber auch in humanen 
Hepatozyten. Die Analyse der globalen Genexpression nach BDE47 Behandlung und 
ebenso nach TBDF Exposition zeigte eine eindeutige „Dioxin-ähnliche“ Signatur, 
bekannte AhR-Zielgene und potentielle neue Gen-Kandidaten konnten in den AhR-
exprimierenden 5L-Zellen identifiziert werden. Darüber hinaus war es möglich, alle 
ausgewählten Kandidaten zu verifizieren. BDE47 wäre anhand der bisherigen 
Experimente als eine „Dioxin-artige“ Substanz einzustufen, allerdings mit einem 
geringeren AhR-aktivierenden Potential als für TBDF festgestellt, verglichen mit der 
Referenzsubstanz TCDD. In der Literatur ist bekannt, dass technische PBDE-
Mixturen und einige einzelne PBDE-Kongenere in hohen Konzentrationen den AhR 
aktivieren und die Expression der Cyp1A1 induzieren können (Zhou et al. 2001 und 
2002; Sanders et al. 2005). Allerdings zeigten andere Berichte, dass singuläre 
PBDE-Kongenere, insbesondere das Kongener BDE47, kein agonistisches AhR-
Potential besitzen und nicht zur Aktivierung bzw. Cyp1A1-Induktion führen (Peters et 
al. 2006 A). Als eine mögliche Ursache für diese Diskrepanz wurde die Präsenz 
bromierter, dioxin-artiger Verunreinigungen (bromierte Furane und Dioxin) in diesen 
technischen PBDE-Mixturen diskutiert (Birnbaum und Staskal 2004). Die Synthese 
der in den Experimenten dieser Arbeit verwendeten Substanz BDE47 erfolgte unter 
Ausschluss der Bildung von bromierten Furanen und Dioxinen (vergleiche Material 
und Methoden, Kapitel 3.1: persönliche Kommunikation mit Dr. Bertram Kuch). Da 
die vorliegenden Ergebnisse eindeutige AhR-agonistische Effekte zeigen, sollte eine 
unabhängige, detaillierte Analyse die Reinheit der verwendeten Substanz abermals 
klären, um auch geringste Spuren einer dioxinartigen Verunreinigung ausschließen 
zu können. 
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3.7  Die dioxin-artigen Effekte des BDE47 werden durch eine TBDF-
Kontamination verursacht 
Die bisherigen Experimente hatten gezeigt, dass BDE47 AhR-agonistisch und damit 
dioxin-artig wirkt. Allerdings wurde in der Literatur über mögliche Verunreinigungen 
mit bromierten Furanen und Dioxinen in technischen PBDE-Mixturen berichtet 
(Peters et al. 2006 B). Um die Präsenz solcher Kontaminationen in dem verwendeten 
BDE47 zu untersuchen, die eine dioxin-artige Wirkung erklären könnten, wurde eine 
zusätzliche Analyse in Auftrag gegeben. Geringste Spuren einer bromierten Furan-
bzw. Dioxin-Verunreinigung können durch hochauflösende Gas-Chromatographie mit 
hochauflösender Massenspektrometrie (HRGC/HRMS) detektiert werden. Allerdings 
können hier bromierte Furane mit den PBDE-Kongeneren aufgrund der ähnlichen 
Struktur (vgl. Abb. 1.1 und 1.3) interferieren, so dass eine mehrstufige 
chromatographische Abtrennung und Elution potentieller bromierter Furan-
Kontaminationen für deren getrennte Bestimmung nötig ist (Choi et al. 2003). Die 
Ergebnisse der Analyse sind in Tab. 3.2 dargestellt. Eine Verunreinigung durch 
bromierte Dioxine konnte ausgeschlossen werden, allerdings konnte eine geringe 
Kontamination mit dem bereits in den Versuchen zuvor verwendeten 
2,3,7,8-Tetrabrom-dibenzofuran (TBDF) festgestellt werden. Die Verunreinigung lag 
im Bereich 441.000 µg/kg analysiertem BDE47, bei einem nahezu identischen 
Molekulargewicht von 2,2´,4,4´-Tetrabromdiphenylether (BDE47) entspricht die 
Kontamination mit TBDF ca. 0,04 % [m/m]. In einem geringeren Umfang konnte auch 
eine Kontamination mit 1,2,3,7,8-Pentabrom-dibenzofuran (0,03 % [m/m]) und mit 
2,3,4,7,8-Pentabrom-dibenzofuran (0,03 % [m/m]) festgestellt werden. 2,3,7,8-TBDF 
ist ein hochpotenter AhR-Agonist und Cyp1A1-Induktor. In einer Studie wurde die 
Potenz der bromierten Furane in vitro auf die Induktion der CYP1A1-Aktivität 
gemessen am Umsatz des CYP1A1-Substrates EROD getestet. Die Potenz wurde 
mit 0,53 REP (REP basierte in diesen Studien auf dem EC50 der CYP1A1-Aktivität 
(EROD) verglichen mit TCDD) angegeben, 1,2,3,7,8-PeBDF mit 0,17 REP und 
2,3,4,7,8-PeBDF mit 0,094 REP (Behnisch et al. 2003). Die detektierten bromierten 
Furane sind hochpotente AhR-Agonisten und könnten die beobachteten dioxin-
artigen Effekte des bisher verwendeten BDE47 erklären. Zum Vergleich wurde in den 
folgenden Experimenten die mehrfach hochgereinigte Substanz BDE47hg („hg“ steht 
für hochgereinigt) zum Vergleich verwendet, die keine solchen Kontaminationen 
aufwies (Korrespondenz mit Prof. Å. Bergman, Universität Stockholm, Schweden). 
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BDE47 BDE47 hg
2,3,7,8 –TBDD 89,6 nd
1,2,3,7,8 –PeBDD < 55,7 nd
1,2,3,4,7,8 – HxBDD < 370 nd
1,2,3,6,7,8 – HxBDD < 370 nd
1,2,37,8,9 – HxBDD < 10 nd
2,3,7,8 – TBDF 441000 nd
1,2,3,7,8 – PeBDF 300000 nd
2,3,4,7,8 - PeBDF 16800 nd
Substanz
µg/kg OS
So sollte nun im folgenden Verlauf der Arbeit geklärt werden, ob es ein residuales 
dioxin-artiges Potential für BDE47 per se bzw. im weiteren Verlauf als BDE47hg 
bezeichnet, gibt. 
 
 
 
Tab. 3.2: Detektion einer Kontamination des BDE47 mit TBDF durch HRGC/HRMS-
Analyse. Die in den bisherigen Experimenten verwendete Substanz BDE47 wurde einer  
HRGC/HRMS mit vorheriger chromatographischer Abtrennung der potentiellen 
Kontaminanten (bromierte Furane und -dioxine) unterzogen (Eurofins Oekometric GmbH, 
Bayreuth). Der Gehalt an Kontaminanten der untersuchten Matrix ist in [µg/kg] der 
Originalsubstanz (OS) BDE47 angegeben. Ein zweites, hoch gereinigtes (hg) BDE47hg  
(Prof. Å. Bergman, Universität Stockholm, Schweden), in dem in Analysen (Prof. Å. 
Bergman, Universität Stockholm, Schweden) keine solchen Verunreinigungen festgestellt 
werden konnten. TBDD, Tetrabromdibenzodioxin; PBDD, Pentabromdibenzodioxin; HxBDD, 
Hexabromdibenzodioxin; TBDF, Tetrabromdibenzofuran; PBDF, Pentabromdibenzofuran. 
Die Abkürzung „nd“ steht für nicht detektiert, nach Angaben der Bezugsquelle. 
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3.8  Zytotoxizität eines hochgereinigten BDE47hg sowie der PBDE-
Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209 im Zellkulturmodell 
Nach der Feststellung, dass die in den Kapiteln 3.1 bis 3.6 beobachteten dioxin-
artigen Effekte des PBDE-Kongeners BDE47 möglicherweise durch eine 
Verunreinigung verursacht sein könnten, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit eine 
hochgradig, durch spezielle Säulen-Chromatographie mehrfach gereinigte BDE47hg 
Probe verwendet, welche freundlicherweise von Prof. Åke Bergmann (Universität 
Stockholm, Schweden) zu Verfügung gestellt wurde. Auch diese Substanzprobe 
wurde zunächst auf mögliche zytotoxische Effekte auf das Zellkulturmodell, wie zuvor 
in Kapitel 3.1 beschrieben, untersucht. An dieser Stelle sollten nun drei weitere, 
Umwelt-relevante PBDE-Kongenere, der 2,2´,4,4´,5-Pentabromdiphenylether 
(BDE99), 2,2´,4,4´,5,5´-Hexabromdiphenylether (BDE153) und der vollbromierte 
Decabromdiphenylether (BDE209) mit untersucht werden.  
 
Die Untersuchung der Zytotoxizität umfasste die Vitalität, gemessen an deren 
mitochondrialer Stoffwechselaktivität und die Messung der Membranintegrität in 
5L (AhR+)- und BP8 (AhR-)-Zellen. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb. 3.22 
und 3.23 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass unbehandelte und Lösungsmittel 
(DMSO und Toluol, jeweils 0,05 % [v/v])-behandelte 5L- (Abb. 3.22 A) und den AhR-
defizienten BP8-Zellen (Abb. 3.22 B) keinen Rückgang des mitochondrialen 
Stoffwechsels zeigten. BDE47hg und die PBDE-Kongenere BDE99, BDE153 und 
BDE209 hatten in den getesteten Konzentrationen keine Effekte auf die Vitalität der 
beiden Zelllinien. Es zeigte sich aber eine gesteigerte Schädigung der Zellmembran 
durch steigende Konzentrationen BDE47hg, BDE99 und BDE209. So wiesen nach 
24 h Inkubation mit 100 µM BDE47hg  9 (±5) % der 5L-Zellen eine Membran-
schädigung auf, und 5 (±5) % der BP8-Zellen. Ebenso die PBDE-Kongenere BDE99 
(10 µM), mit 8 (±4) % der 5L-Zellen und 10 (±2) % der BP8-Zellen, und BDE153, mit 
14 (±1) % der 5L-Zellen und 12 (±1) % der BP8-Zellen. Interessanterweise nahm 
dieser Anstieg bei dem Decabromierten BD209 mit 3 (±8) % der 5L-Zellen und 
1 (±9) % der BP8-Zellen wieder ab. 
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Abb. 3.22: Einfluss des hochgereinigten BDE47hg und der Kongenere BDE99, BDE153 
und BDE209 auf die Vitalität der Zellkultur. Nach 24 h Inkubation mit den dem 
hochgereinigten PBDE-Kongener BDE47hg sowie den weiteren PBDE-Kongeneren BDE99, 
BDE153 und BDE209 wurde die Vitalität in (A) 5L (AhR+)-Zellen und (B) dem AhR-
defizienten Subklon BP8 (AhR-) mit dem MTT-Assay ermittelt. Die Vitalität ist in % der 
Vitalität der Kontrollen (links nach rechts: unbehandelte Kontrollen, Lösungsmittel-Kontrollen 
und Positivkontrolle mit Triton-X-100 1 % [v/v]) dargestellt. Die Substanzen wurden in 
verschiedenen Konzentrationen getestet, BDE47hg 10 nM bis 100 µM, und die weiteren 
PBDE-Kongenere (BDE99, BDE153 und BDE209) mit jeweils 100 nM bis 10 µM. Die 
Mediane und Standardabweichungen resultieren aus drei bis fünf unabhängigen 
Experimenten, statistisch signifikante Änderungen sind durch Sterne indiziert (T-Test, 
** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,005), nicht-signifikante durch eine Raute. 
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Abb. 3.23: Einfluss des hochgereinigten BDE47hg und BDE99, BDE153 und BDE209 auf 
die Membranintegrität der Zellkultur. Nach 24 h Inkubation mit den dem hochgereinigten 
PBDE-Kongener BDE47hg, sowie den weiteren PBDE-Kongeneren BDE99, BDE153 und 
BDE209 wurde die Membranintegrität in (A) 5L (AhR+)-Zellen und (B) dem AhR-defizienten 
Subklon BP8 (AhR-) mit dem LDH-Assay ermittelt. Die Zytotoxizität ist als % der 
Membranschädigung im Vergleich zu den Kontrollen (links nach rechts: unbehandelte, 
Lösungsmittel-behandelte Kontrollen und Positivkontrolle mit Triton-X-100 1 % [v/v]) 
dargestellt. Die Substanzen wurden in verschiedenen Konzentrationen getestet, BDE47hg 
10 nM bis 100 µM, und die weiteren PBDE-Kongenere (BDE99, BDE153 und BDE209) mit 
jeweils 100 nM bis 10 µM. Die Mediane und Standardabweichungen resultieren aus drei bis 
fünf unabhängigen Experimenten. 
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Die Ergebnisse der Zytotoxizität durch die PBDE-Kongenere BDE47hg, BDE99, 
BDE153 und BDE209 zeigten keine signifikanten Effekte auf den mitochondrialen 
Stoffwechsel in 5L (AhR+)- und BP8 (AhR-)-Zellen. Allerdings führten steigende 
Mengen dieser PBDE-Kongenere zu einem Verlust der Membranintegrität. Dieser 
Anstieg war AhR-unabhängig, da er in beiden Zelllinien auftrat. Der Grad der 
Membranschädigung war in Bezug auf die Kontrolle Triton-X 100 relativ gering, 
scheint aber mit steigender Zahl der Bromsubstitution des PBDE-Kongeners 
zuzunehmen. BDE47hg hatte erst bei 100 µM Effekte, während die höher bromierten 
Kongenere (BDE99 und BDE153) schon bei 0,1-1 µM Wirkung zeigten. Das 
vollbromierte Kongener BDE209 scheint allerdings wieder geringer toxisch. Nach 
Untersuchung der Zytotoxizität sollte nun im Folgenden das AhR-agonistische 
Potential des hochgereinigten BDE47hg  und das der weiteren PBDE-Kongenere 
analysiert und mit BDE47 und TBDF (Kapitel 3.1-3.6) verglichen werden. 
 
 
 
3.9  Das hochreine BDE47hg und die PBDE-Kongenere führen nicht 
zur AhR-abhängigen Induktion des Zielgens Cyp1A1 
 
3.9.1  BDE47hg führt zur Unterdrückung der Cyp1A1-Expression 
Das verunreinigte BDE47 hatte ebenso wie die Kontaminante TBDF (Kapitel 3.7, 
Tab. 3.2), die bereits in den Versuchen zuvor als Positivkontrolle mit untersucht 
worden war, zur Induktion des AhR-Zielgens CYP1A1 geführt. Um die Wirkung 
dieser mit TBDF verunreinigten Mischung BDE47 besser zu verstehen, wurde ein 
mögliches AhR-aktivierendes Potential des hochgereinigten BDE47hg im weiteren 
Verlauf analysiert. Hierzu wurde wie im Kapitel 3.2.1 beschrieben, die mRNA des 
Zielgens Cyp1A1 nach 24 h Inkubation mit BDE47hg (10 µM) detektiert, das Ergebnis 
ist in Abb. 3.24 A dargestellt. Es ist eindeutig zu erkennen, dass die Cyp1A1 im 
Vergleich zur Kontrolle in den 5L (AhR+)-Zellen nicht induziert wird, ebenso in den 
AhR-defizienten BP8 (Daten nicht gezeigt). Das „saubere“ BDE47hg scheint somit 
kein AhR-agonistisches Potential zu besitzen. Interessanterweise tritt das Gegenteil 
ein, nach Inkubation mit BDE47hg ist eine signifikante Verringerung der basal 
vorhandenen Cyp1A1-Expression im BDE47hg Vergleich zur Kontrolle detektierbar. 
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Abb. 3.24: BDE47hg unterdrückt die basale Cyp1A1-mRNA und CYP1A1-Proteinmenge 
in 5L (AhR+)-Zellen. (A) Detektion der Cyp1A1-Transkriptmengen nach 24 h Inkubation mit 
TBDF (1 nM) und BDE47hg (10 µM) mittels quantitativer real-time PCR (qPCR) in 5L (AhR+)-
Zellen. Die ermittelten Werte wurden auf die Lösungmittel-behandelte Kontrolle und auf die 
Expression des Haushaltsgens β-Aktin bezogen. Die x-fachen Induktionen sind Mediane und 
Standardabweichungen repräsentieren drei bis fünf unabhängige Experimente. Statistisch 
signifikante Änderungen der Expression sind durch Sterne gekennzeichnet (T-Test, 
** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,005). In (B) wurden die Total-Zellextrakte (20 µg) mittels SDS-PAGE 
und Westernblot aufgetrennt und die Proteine AhR, CYP1A1 und PCNA mit spezifischen 
Antikörpern immundetektiert. Die Proben waren zuvor mit steigenden Mengen BDE47hg 
(1 pM-10 µM) für 24 behandelt worden PCNA diente als Ladekontrolle. Die dargestellten 
Westernblots sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.  
 
 
BDE47hg führte zu einer Reprimierung der in den Zellen basal vorhandenen Cyp1A1-
mRNA-Menge um ca. 82 %, die Expression betrug das 0,18 (±0,12) fache der 
Kontrolle. Zytotoxische Effekte können hier als Ursache weitestgehend 
ausgeschlossen werden, BDE47hg hatte keinen Einfluss auf die mitochondriale 
Stoffwechsel-Aktivität und nur geringen Einfluss auf die Membranintegrität der 5L-
Zellen (Abb. 3.22 und 3.23). Diese Ergebnisse konnten auf Proteinebene verifiziert 
werden, auch hier hatte das BDE47hg keinen induktiven Effekt verglichen mit TBDF 
(Abb. 3.24 A und 3.25). Auch hier war ein leichter Rückgang der geringen basal 
vorhandenen CYP1A1-Proteinmengen mit steigenden BDE47hg-Konzentrationen 
erkennbar (Abb. 3.24 B). Weiterhin bleibt hier die AhR-Proteinmenge konstant, es 
kommt nicht zu der in Abb. 3.4 für BDE47 und TBDF beobachteten Abnahme der 
AhR-Proteinmenge, die für eine Aktivierung sprechen würde.   
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Abb. 3.25: Vergleich der CYP1A1-Proteinmengen nach Inkubation mit BDE47hg und 
TBDF in 5L (AhR+)-Zellen. 5L-Zellen wurden 24 h mit logarithmisch steigenden 
Konzentrationen (log M = Molarität) an TBDF und BDE47hg inkubiert. Das Diagramm zeigt 
die densitometrische Analyse der CYP1A1-Proteinbanden nach Analyse der Total-
Zellextrakte durch Westernblot und CYP1A1-Immundetektion. Die Werte der 
Konzentrationsabhängigkeit sind auf die Expression von PCNA innerhalb jeder Probe 
normalisiert. Die dargestellten Mediane und Standardabweichungen resultieren aus drei bis 
fünf unabhängigen Experimenten.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.26: BDE47hg reprimiert die basale Cyp1A1-mRNA-Expression auch in primären 
Ratten-Hepatozyten. BDE47hg (10 µM) und als Positivkontrolle TBDF (1 nM) wurden für 
72 h in primären Ratten-Hepatozyten inkubiert. Anschließend wurde die gesamte RNA 
isoliert und darauf basierend cDNA synthetisiert, welche für die qPCR eingesetzt wurde. Die 
Expression der Cyp1A1-mRNA wurde mit spezifischen Primern detektiert und ist als x-fache 
Steigerung der Expression gegenüber der Kontrolle dargestellt. Statistisch signifikante 
Änderungen der Expression sind durch Sterne indiziert (T-Test, * p ≤ 0,05; *** p ≤ 0,001). 
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Eine signifikante Unterdrückung der basalen Expression der Cyp1A1 konnte auch in 
primären Ratten-Hepatozyten beobachtet werden (Abb. 3.26). Hier führte BDE47hg 
(10 µM) nach 72 h zu einer signifikanten Reduktion der basalen Cyp1A1 um ca. 
23 %, die Cyp1A1-Transkriptmenge betrug gegenüber der Kontrolle nur noch das 
0,77 (±0,08) fache der Kontrolle. Das hochgereinigte PBDE-Kongener BDE47hg  
(10 µM) hatte auch in den humanen HepG2-Zellen keine Induktion der Cyp1A1 zur 
Folge (Daten nicht gezeigt). Vielmehr führte BDE47hg zur Unterdrückung der basal 
vorhandenen Cyp1A1-Transkript- und -Proteinmenge in 5L-und primären 
Hepatozyten der Ratte. BDE47 ist das in der Umwelt dominierende PBDE-Kongener, 
und es konnte bislang in den Versuchen gezeigt werden, dass es keine AhR-
agonistische, sondern eine AhR-abhängige Unterdrückung der basalen Cyp1A1-
Induktion verursachte. Im weiteren Verlauf sollten nun die ebenfalls Umwelt-
relevanten PBDE-Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209 auf ein AhR-
agonistisches oder Cyp1A1-unterdrückendes Potential untersucht werden. 
 
 
3.9.2  Die PBDE-Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209 induzieren 
nicht die Cyp1A1-Expression 
Zur Untersuchung eines induzierenden oder unterdrückenden Potentials der PBDE-
Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209 wurden diese wie in Kapiteln 3.9.1 in 
5L (AhR+)-Zellen für 24 h inkubiert und anschließend die Expression von Cyp1A1-
mRNA und -Protein detektiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.27 dargestellt und 
belegen eindeutig, dass die PBDE-Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209 ebenso 
wie das hochgereinigte BDE47hg (Abb. 3.24) nicht zur Induktion von Cyp1A1-mRNA 
und CYP1A1-Protein führen (Abb. 3.27 A und B). Die zuvor für das BDE47hg 
beobachtete Reprimierung der basalen Cyp1A1 Expression konnte für die PBDE-
Kongenere nicht beobachtet werden. Die Induktion des AhR-Zielgens Cyp1A1 durch 
die getesteten PBDE-Kongenere konnte ausgeschlossen werden, wie bereits durch 
Peters und Kollegen in der Literatur beschrieben, die ein Cyp1A1-antagonistisches 
Potential für BDE47 und BDE99 beobachtet hatten (Peters et al. 2006 A). In dieser 
Arbeit war der AhR nach Behandlung mit BDE99 im Zellkern detektierbar. Anhand 
der Detektion des endogenen AhRs sollte nun festgestellt werden, ob PBDE-
Kongenere zur Translokation des AhRs führen. 
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Abb. 3.27: BDE99, BDE153 und BDE209 induzieren keine Cyp1A1 Expression in 
5L (AhR+)-Zellen. (A) BDE99, BDE153 und BDE209 (10 µM) und TCDD als Vergleich 
(1 nM) wurden für 24 h in 5L-Zellen inkubiert. Die Expression der Cyp1A1-mRNA wurde mit 
spezifischen Primern detektiert und ist als x-fache Steigerung der Expression gegenüber der 
Kontrolle dargestellt. Statistisch signifikante Änderungen der Expression sind durch Sterne 
indiziert (T-Test, ** p ≤ 0,01). Nicht signifikante Änderungen der Expression sind durch eine 
Raute indiziert. (B) zeigt einen repräsentativen Westernblot aus drei unabhängigen 
Experimenten. Die Inkubation der 5L-Zellen erfolgte wie unter (A) beschrieben, die Gesamt-
Proteinextrakte (20 µg) wurden nach SDS-PAGE und Westernblot mit einem spezifischen 
Antikörper auf die Expression der CYP1A1 untersucht, PCNA dient als Ladekontrolle.  
 
 
 
3.9.3  BDE47hg, BDE99, BDE153 und BDE209 führen nicht zur Trans-
lokation des AhRs 
Das verunreinigte BDE47 und die Kontaminante TBDF hatten nach 1 h Inkubation 
(Kapitel 3.2.4 und 3.2.5) zur Translokation des endogenen AhRs in 5L-Zellen geführt. 
Dies konnte durch Immunfärbung (Abb. 3.8) und Immundetektion des AhRs in den 
getrennten Zytosol- und Zellkernfraktionen (Abb. 3.9) nachgewiesen werden. Anhand 
dieser Methodik sollte nun eine mögliche Translokation des endogenen AhRs nach 
Behandlung mit PBDE-Kongeneren untersucht werden. Abb. 3.28 A zeigt die 
separierten Zellfraktionen Zytosol und Zellkern (Nukleus). Die Kontrolle zeigt den 
inaktiven AhR, der wie erwartet im Zytosol lokalisiert war, und kaum im Nukleus 
detektierbar. Bereits geringe Konzentrationen an TBDF (0,1 nM) führten aber schon 
zur Translokation und Detektion des AhRs im Nukleus. Die PBDE-Kongenere 
BDE47hg, BDE99, BDE153 und BDE209 führten nicht zur Translokation des 
endogenen AhRs in 5L (AhR+)-Zellen, es war keine signifikant gesteigerte 
Lokalisation des AhRs im Nukleus festzustellen. 
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Abb. 3.28: Die PBDE-Kongenere führen nicht zur Translokation des endogenen AhRs 
in 5L (AhR+)-Zellen. (A) 5L-Zellen wurden mit BDE47hg, BDE99, BDE153 und BDE209 
(10 µM) für 1 h inkubiert und anschließend die Zytosol- und Kern (Nukleus)-Fraktion separat 
aufgearbeitet. Die Zytosol- und Kern-Lysate wurden mit SDS-PAGE und Westerblot 
aufgetrennt (20 µg Protein) und die Lokalisation des AhRs und Lamin B (Ladekontrolle und 
Erfolgskontrolle der Fraktionierung) mit spezifischen Antikörpern detektiert. (B) siehe 
Abb. 3.8. Die Zellen waren zuvor für 1 h mit TBDF (1 nM) und BDE47hg (10 µM) behandelt 
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worden. Die Zellkerne wurden mit Hoechst gefärbt, zusätzlich sind die Hellfeld-Aufnahmen 
mit differentiellem Interferenz-Kontrast (DIC) der ganzen Zellen gezeigt. Die Bilder wurden 
mit 630 x Vergrößerung aufgenommen und sind repräsentativ für drei unabhängige 
Immunfärbungen. Die Bilder entstanden im Axiovert-100 von Zeiss und der Maßstab im 
rechten Bild (DIC) markiert 10 µm. Die Darstellung (A) und (B) repräsentiert drei 
unabhängige Experimente. 
 
Peters und Kollegen (2006 A) hatten die Translokation des AhRs nach Behandlung 
mit BDE99 (10 µM) gezeigt, das BDE99 zur Bindung des AhRs an seine spezifische 
Promotor-Region in der DNA führen kann. Dies würde eine Translokation des 
Rezeptors voraussetzen, die in den vorliegenden Versuchen nicht festgestellt werden 
konnte. Interessanterweise führten die PBDE-Kongenere zu einer scheinbar 
geringeren detektierbaren AhR-Proteinmenge im Zytosol, nicht aber zu einem 
Anstieg des AhRs im Nukleus (Abb. 3.28 A und B). Die Behandlung mit BDE47hg 
(10 µM) führte zu einer Unterdrückung des basalen Cyp1A1-Expressions-Niveaus 
(Abb. 3.24), trotzdem konnte auch anhand der Immunfärbung keine Translokation 
des AhRs, wie von Peters und Kollegen für BDE99 beobachtet (Peters et al. 2006 A) 
festgestellt werden. Die Immunfärbung des AhRs zeigte nur nach TBDF Behandlung 
(1 nM) die Translokation des AhRs in den Zellkern (dargestellt durch blaue DAPI-
Färbung) verglichen mit der Kontrolle (vergleiche Kapitel 3.2.4), erkennbar an einer 
Zunahme der Helligkeit der Färbung im Zellkern und einer leichten Abnahme der 
Detektion im Zytosol.  
 
BDE47hg, BDE99, BDE153 und BDE209 führten nicht zur Aktivierung des AhRs und 
zur Induktion des Zielgens Cyp1A1. Allerdings konnte eine Verminderung der basal 
exprimierten Cyp1A1-mRNA und -Proteins nach Behandlung mit BDE47hg festgestellt 
werden. Die durch BDE47hg verursachte Cyp1A1 Unterrückung kann aber nicht 
durch eine transkriptionelle Verminderung der Expression bedingt sein, da es nicht 
zur Translokation des AhRs in den Zellkern kommt. Aufgrund dieses für BDE47hg 
speziell beobachteten Effektes und seiner Relevanz als dominierende Kontaminante 
in Umwelt und Mensch wurden die genomweite Gen-Expression nach Inkubation für 
24 h analysiert, wie bereits zuvor für das verunreinigte BDE47 und dessen 
Kontaminante TBDF (Kapitel 3.7) beschrieben. 
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3.10  BDE47hg induziert ein von TBDF verschiedenes Gen-
expressions-Muster in 5L (AhR+)-Zellen 
3.10.1  Genomweite Genexpressions-Analyse nach BDE47hg-Inkubation 
Das mit TBDF verunreinigte BDE47 und die Kontaminante TBDF selbst hatten nach 
Inkubation in 5L (AhR+)-Zellen für 24 h ein dioxin-artiges Genexpressions-Muster 
induziert (Tab. 3.1). In diesem Kapitel wurde die hochgereinigte Substanz BDE47hg 
allein analysiert und mit TBDF verglichen (die TBDF Daten sind eine Wiederholung 
aus Tab. 3.1, die zur Verdeutlichung wiederholt dargestellt wurden). Die Tab. 3.3 
zeigt die Ergebnisse dieser Analyse. Das hochgereinigte BDE47hg zeigte ein von 
TBDF unterschiedliches, eindeutig nicht dioxin-artiges Genexpressions-Profil. Wie 
bereits in Kapitel 3.9 gezeigt, führte BDE47hg nicht zur Induktion, sondern zur 
Reprimierung der basalen Cyp1A1-Transkriptmenge, auf das 0,2-0,1 fache der 
Kontrolle. BDE47hg führte ebenso zu einer signifikanten Verminderung der Gst2A 
Expression (0,3-0,9 fach). Weiterhin ist zu erkennen, dass keines der in Kapitel 3.9 
beschriebenen, AhR-typischen Zielgene in der für TBDF bzw. für das verunreinigte 
BDE47 beobachteten Höhe induziert wurde. Es waren keine gesteigerten 
Transkriptmengen der mit dem Fremdstoffmetabolismus assoziierten Gene Cyp1B1, 
Adh3, Nqo1 detektierbar. Die Expression der Ugt1A6 war nicht detektierbar. 
Interessanterweise waren die Expression der Cyp3A13 und die Expression der 
Cyp4B1 durch BDE47hg  jeweils 2,5 fach und 3,5-4 fach gegenüber der Kontrolle 
erhöht, was nicht für das verunreinigte BDE47 und TBDF zu beobachten war. Diese 
Gene könnten somit spezifische durch BDE47hg verursachte differentielle Regulation 
sein. 
 
 
 
Tab. 3.3: Globale Genexpressions-Analysen in 5L (AhR+)-Zellen nach BDE47hg 
Inkubation. Die Inkubation der Zellen erfolgte für 24 h mit BDE47hg (100 µM) und DMSO 
(0,05 %) als Lösungsmittel-Kontrolle. Nach der Inkubation wurden die gesamte RNA isoliert, 
prozessiert und mit einem Affymetrix-Microarray-Chip hybridisiert (GeneChip® Rat Genome 
230 2.0 Array) und ausgewertet. Die Regulation der Genexpressionen ist als x-fache 
Änderung der Expression in der behandelten Probe über die Expression der jeweiligen 
Lösungsmittel-Kontrolle dargestellt. Jede CHIP-Analyse repräsentiert einen Pool aus vier 
unabhängigen Experimenten. Zur Darstellung wurden nur signifikant regulierte Gene 
ausgewählt. Die Abkürzung nd steht für „nicht detektiert“. Die Werte der TBDF sind 
Wiederholungen zur Verdeutlichung (Vergleiche Tab. 3.1). 
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Tab. 3.3: Globale Genexpressions-Analysen in 5L (AhR+)-Zellen nach BDE47hg-Inkubation. 
(Beschreibung auf der vorherigen Seite) 
 
Chip1 Chip2 Chip1 Chip2
Metabolismus (Xenobiotika)
1370269_at Cyp1a1 Cytochrom-P450-Monopxygenase 1A1 0.2 0.1 12.1 27.9
1368990_at Cyp1b1 Cytochrom-P450-Monopxygenase 1B1 1.6 0.9 29.9 39.4
1368608_at Cyp2f2 Cytochrom-P450-Monopxygenase 2F2 1.0 0.8 13.0 21.1
1370387_at Cyp3a13 Cytochrom-P450-Monopxygenase 3A13 2.5 2.5 0.9 0.7
1370399_at Cyp4b1 Cytochrom-P450-Monopxygenase 4B1 4.0 3.7 1.4 nd
1368180_s_at Gsta2 Glutathion-S-Transferase A2 1.5 2.8 147.0 97.0
1368130_at Aldh3a1 Aldehyd-Dehydrogenase 3A1 0.3 0.9 16.0 27.9
1368365_at Aldh3a2 Aldehyd-Dehydrogenase 3A2 1.0 0.9 2.3 2.1
1369072_at Adh7 Alkohol-Dehydrogenase 7 1.5 0.8 6.1 4.3
1387759_s_at Ugt1a6 UDP-Gykosyltransferase 1A6 nd nd 2.6 3.2
1387599_a_at Nqo1 NAD(P)H-Chinon-Dehydrogenase 1 1.0 1.5 2.5 2.8
Entzündung
1368128_at Pla2g2a Phospholipase A2, Gruppe IIA 1.1 0.8 588.1 362.0
1368527_at Cox2 Cyclooxygenase 2 1.1 0.6 34.3 39.4
1368014_at Ptges Prostaglandin-E-Synthase 0.8 0.4 16.0 16.0
1369814_at Ccl20 Chemokin-(CC-Motif)-Ligand 20 1.6 2.1 16.0 17.1
1367940_at Cmkor1 Chemokin-Orphan-Rezeptor 1 1.0 2.8 11.3 12.1
AhR Signalweg
1380746_at AhRR Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor-Repressor 0.9 1.0 16.0 21.1
1368885_at Entpd1 Ectonukleoside-Triphosphat-Diphosphohydrolase 1 7.5 2.1 13.0 13.9
1385407_at Tiparp TCDD-induzierbare Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase nd nd 6.1 7.5
1369788_s_at Jun Jun-Onkogen 0.9 0.9 2.1 2.0
1368519_at Serpine1 Serin-Peptidase-Inhibitor E1 0.8 0.4 9.8 12.1
Zellzyklus und DNA-Synthese
1387391_at Cdkn1a Cyclin-abhängiger Kinase-Inhibitor 1A (p21, Cip1) 1.3 1.4 2.6 2.8
1369192_at Cdkn1b Cyclin-abhängiger Kinase-Inhibitor 1B (p27, Kip1) nd nd 1.1 2.0
1368947_at Gadd45a "Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha" 2.6 2.6 0.8 0.8
1372186_a_at Top2a Topoisomerase-(DNA) 2 alpha 0.4 0.5 0.2 0.2
1370346_at Ccnb1 Cyclin B1 0.6 0.5 0.2 0.2
1379582_a_at Ccna2 Cyclin A2 0.6 0.4 0.2 0.2
1368260_at Aurkb Aurora-Kinase B 0.6 0.4 0.3 0.3
DNA Reparatur
1387540_at Brca1 "Breast cancer 1" 0.5 0.7 0.5 0.5
1368324_at Brca2 "Breast cancer 2" 0.7 0.9 0.4 0.4
1368777_at Bard1 BRCA1-assozierte RING Domäne 1 0.5 0.5 0.4 0.3
1383578_at Rad51 Rad51-Homolog 0.3 0.4 0.3 0.2
Verschiedene
1385722_at Sim2 Single-minded 2 Homolog 1.4 nd 22.6 42.2
1370540_at Nr1d2 nukleärer Rezeptor 1D2 nd nd nd 1.9
1376362_at Nptxr neuronaler Pentraxin-Rezeptor 0.8 0.8 4.6 5.7
1367782_at Cox6a2 Cytochrom-C-Oxidase 6A2 73.5 97.0 nd nd
1368648_at Cox4i2 Cytochrom-C-Oxidase 4 Isoform 2 0.1 0.3 0.4 nd
1371762_at Rbp4 Retinol-Binde-Protein 4 0.8 1.1 16.0 16.0
1369909_s_at Tm6p1 Fasten-induzierbares integrales Membran-Protein 4.0 2.5 6.1 7.0
BDE47 hgAffymetrix ID Gen Symbol Gen Name TBDF
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BDE47hg hatte auch keinen Einfluss auf die für TBDF beobachtete Steigerung der 
Expression Entzündungs-relevanter Gene, etwa der Cox2 oder der Pla2g2a. 
Interessanterweise war ein AhR-Zielgen, Entpd1, 2,1-7,5 fach gegenüber der 
Kontrolle erhöht exprimiert. Die stärkste Regulation zeigte eine Komponente der 
Atmungskette, die Cytochrome C-Oxidase Untereinheit 6A1 (Cox6A1), welche 
exklusiv durch BDE47hg stark hochreguliert wurde (73,5-97 fach gegenüber der 
Kontrolle). Die transkriptionelle Regulation der Cox6A1 konnte im Gehirn und der 
Leber von Ratten detektiert werden und änderte sich mit dem Energieverbrauch der 
Zellen (Ongwijitwat und Wong-Riley 2004). Weiterhin war die Expression des Fasten-
induzierbaren integralen Membranproteins Tmp6 erhöht (2,5-4 fach gegenüber der 
Kontrolle). Eine ebenfalls erhöhte Expression des Tmp6 konnte nach Fasten in der 
Rattenleber beobachtet werden, die Rolle liegt vermutlich im Fasten-induzierten 
Katabolismus (Zhang et al. 2000). Die Cytochrome C-Oxidase Unter-
einheit 4-2 (Cox4i2) wurde, wie für TBDF und BDE47 beobachtet, vermindert 
exprimiert. Die Expression des nukleären Orphan-Rezeptors RevErbβ und des Sim2-
Homologs waren nicht detektierbar. Für die Proliferation und den Zellzyklus relevante 
Gene waren im Vergleich zur Kontrolle leicht vermindert exprimiert, ebenso wie für 
TBDF beobachtet. Ob diese Regulation zu einer Beeinflussung des Wachstums in 
5L-Zellen führt, sollte im weiteren Verlauf untersucht werden. Im Folgenden wurde 
die Expression der in Kapitel 3.5.2 verifizierten Gene Gst2A, Cox2, Pla2g2A, p21Cip1 
und p27Kip1 in einem unabhängigen Ansatz mittels qPCR und teilweise auf 
Proteinebene verifiziert.  
 
BDE47hg steigerte exklusiv die Expression der Enzyme Cytochrom-P450-
Monooxygenasen 3A13 (Cyp3A13) und 4B1 (Cyp4B1), TBDF hatte hier keine 
Effekte. Besonders interessant ist hier die Regulation der Cyp3A13, welche 
zusammen mit Cyp3A1 und Cyp3A3 zur Cyp3A-Familie zählen und Homologe der 
humanen Cyp3A4 sind. Die Bedeutung der humanen Cyp3A4 liegt in der Funktion im 
Metabolismus von Pharmaka. Sie vermittelt die Biotransformation von ca. 50 % aller 
Arzneimittel (Willson und Kliewer 2002). Die Induktion der Cyp3A-Familie als ein 
potentielles Ziel des hochgereinigten BDE47hg und eventuell weiterer PBDE-
Kongenere  wurde im Folgenden untersucht und verifiziert. 
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3.10.2  Verifizierung der Regulation von AhR-Zielgenen durch BDE47hg 
Wie bereits in Kapitel 3.5.2 beschrieben, wurden die Ergebnisse der Microarray-
Analysen mit einer unabhängige Methode, der qPCR, verifiziert. BDE47hg hatte zu 
keiner Regulation der AhR-Zielgene Cox2, p21Cip1 und p27Kip1 geführt (Tab. 3.3), was 
bestätigt werden konnte (Abb. 3.29). TBDF wurde hier zum wiederholten Mal als 
Positivkontrolle dargestellt (Abb. 3.18). Wie zuvor für das AhR-Zielgen Cyp1A1 
beobachtet, führt die Inkubation mit BDE47hg (10 µM) nach 24 h zu einer signifikant 
verminderten Expression der Gst2A in 5L (AhR+)-Zellen um das 0,57 (±0,1) fache 
der Kontrolle, was einer Reduktion um 43 % entspricht. Interessanterweise war die 
Expression des AhR-Zielgens Entpd1 um das 1,8 (±0,2) fache der Kontrolle gering, 
aber signifikant erhöht, TBDF führte aber im Vergleich zu einer 46 (±28) fachen 
Induktion. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.29: BDE47hg führt zu Expressions-Änderungen der AhR-Zielgene Gst2A und 
Entpd1. BDE47hg (10 µM) wurde für 24 h in 5L (AhR+)-Zellen inkubiert. Die dargestellten 
Ergebnisse sind auf die Kontrolle bezogen und auf die Expression von β-Aktin innerhalb 
jeder Probe normalisiert, welches keine Schwankungen aufwies. Die Lösungsmittel (DMSO 
und Toluol, jeweils 0,05 % [v/v]) hatten keinen Einfluss auf die Expressionen. Die Mediane 
und Standardabweichungen resultieren aus drei bis fünf unabhängigen Experimenten. 
Statistisch signifikante Änderungen der Expression sind durch Sterne gekennzeichnet 
(T-Test, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,005). 
 
 
BDE47hg führte bislang nur zur Regulation von zwei AhR-Zielgenen, zur 
Reprimierung der basalen Gst2A-Expression und zur Induktion der Endtpd1-
Expression. Nun wurde auch untersucht, inwiefern die PBDE-Kongenere BDE99, 
BDE153 und BDE209 im Vergleich zur Referenzsubstanz TCDD Effekte auf die 
Expression der AhR-Zielgene haben. Die Ergebnisse in Abb. 5.3 im Anhang zeigen, 
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dass Gst2A, Pla2g2a, Cox2, p21Cip1, p27Kip1 und CcnA2 eindeutig durch TCDD 
differentiell reguliert wurden, die PBDE-Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209 
(alle 10 µM) hatten jedoch keinen signifikanten Einfluss. Auch auf Proteinebene 
(Anhang Abb. 5.4) konnte kein Einfluss von PBDE-Kongeneren auf die getesteten 
Proteinmengen von COX2 und p27Kip1 festgestellt werden. BDE47hg führte 
dahingegen zu einer geringen, aber signifikanten Steigerung der Expression der 
Cyp2F2 und des Transkriptionsfaktors RevErbβ, sowie eine nicht-signifikante 
Erhöhung der Sim2 Transkriptmenge (Abb. 3.30), obwohl diese Regulationen in den 
Microarray-Analysen nicht angezeigt waren. Bei den Regulationen von Entpd1, 
Cyp2F2 und RevErbβ könnte es sich um für die verunreinigte Mischung BDE47, die 
Reinsubstanz BDE47hg und TBDF gemeinsame Effekte handeln, wenn auch die 
Expression durch die Reinsubstanz BDE47hg erheblich schwächer ausfällt als durch 
TBDF alleine. In weiteren Experimenten sollte nun die Expression von Genen, der 
Cyp2B- und Cyp3A-Familie untersucht werden, die aufgrund einer generell 
schlechteren Induzierbarkeit in etablierten Zellkulturen in primären Hepatozyten 
untersucht wurden (Hewitt et al. 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.30: BDE47hg führt zu einer geringen mRNA-Induktion der Cyp2F2 und von 
RevErbβ in 5L (AhR+)-Zellen. BDE47hg (10 µM) wurde für 24 h in 5L (AhR+)-Zellen 
inkubiert. Details können der Abb. 3.17 entnommen werden. Die dargestellten Ergebnisse 
sind auf die Kontrolle bezogen und auf die Expression von β-Aktin innerhalb jeder Probe 
normalisiert, welches keine Schwankungen aufwies. Die Lösungsmittel (DMSO und Toluol, 
jeweils 0,05 % [v/v]) hatten keinen Einfluss auf die Expressionen. Die Mediane und 
Standardabweichungen repräsentieren drei bis fünf unabhängige Experimente. Statistisch 
signifikante Änderungen der Expression sind durch Sterne gekennzeichnet 
(T-Test, * p ≤ 0,05, # nicht-signifikant). 
Ko
ntr
oll
e
BD
E4
7h
g 1
0µ
M
TB
DF
 1n
Mm
R
N
A 
(x
-fa
ch
e 
In
du
kt
io
n)
0,1
1
10
100
1000
*
Ko
ntr
oll
e
BD
E4
7h
g 1
0µ
M
TB
DF
 1n
M
Cyp2F2*
*
Ko
ntr
oll
e
BD
E4
7h
g 1
0µ
M
TB
DF
 1n
Mm
R
N
A
 (x
-fa
ch
e 
In
du
kt
io
n)
0,1
1
10
*
Ko
ntr
oll
e
BD
E4
7h
g 1
0µ
M
TB
DF
 1n
M
RevErbβ
*
Ko
ntr
oll
e
BD
E4
7h
g 1
0µ
M
TB
DF
 1n
Mm
R
N
A
 (x
-fa
ch
e 
In
du
kt
io
n)
0,1
1
10
100
Ko
ntr
oll
e
BD
E4
7h
g 1
0µ
M
TB
DF
 1n
M
Sim2*
#
Ergebnisse 
103 
3.11  Regulation der Expression von Cyp2B1 und Cyp3A1/3 Genen 
durch PBDE-Kongenere in primären Ratten-Hepatozyten 
Die verwendete Zellkultur der 5L (AhR+)-Hepatomzellen hatte in der genomweiten 
Genexpressions-Analyse eine starke Induzierbarkeit der AhR-Genbatterie gezeigt, 
wohingegen die Expression weiterer für den Fremdstoffmetabolismus relevanter 
Enzyme ausblieb, die beobachtete Expression der Cyp3A13 konnte nicht verifiziert 
werden (Daten nicht gezeigt). Für primäre humane Hepatozyten ist bekannt, dass 
diese eine Vielzahl von Leberfunktionen aufweisen, welche in etablierten 
Zellkulturen, z.B. HepG2, nicht mehr gegeben sind (Guillouzo et al. 2007). Aus 
diesem Grund wurde eine mögliche Induktion von Vertretern der Cyp2B und Cyp3A 
Familie durch PBDE-Kongenere in primären Hepatozyten der Ratte untersucht. Eine 
CAR- und PXR-abhängige Induktion der Cyp2- und Cyp3A-Familie in vivo wurde in 
der Literatur bereits berichtet (Sanders et al. 2005; Pacyniak et al. 2007). Die 
Induktion der Cyp2B und Cyp3A konnte in eigenen Experimenten mit primären 
Ratten-Hepatozyten bestätigt werden (Abb. 3.31). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.31: BDE47hg sowie BDE99 und BDE153 induzieren Cyp2B1- und Cyp3A1/3-
mRNA in primären Ratten-Hepatozyten. Nach 72 h Inkubation mit TCPOBOP (10 µM) als 
Positiv-Kontrolle der Cyp2B1-Induktion, und PCN (10 µM) für die Cyp3A1/3-Induktion wurde 
die gesamte RNA extrahiert. Die Transkriptmengen wurden mittels quantitativer real-time 
PCR (qPCR). Die ermittelten Werte wurden auf die Lösungmittel-behandelte Kontrolle und 
auf die Expression des Haushaltsgens β-Aktin bezogen (x-fache Induktion), das keine 
Regulation durch die Substanzen zeigte. Statistisch signifikante Änderung und 
Standardabweichungen resultieren aus drei bis fünf unabhängigen Experimenten und sind 
durch Sterne gekennzeichnet (T-Test, * p ≤ 0,05, *** p ≤ 0,005). 
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In Abb. 3.31 ist deutlich zu erkennen, dass die Behandlung mit der Positivkontrolle 
TCPOBOP (10 µM) zu einer signifikanten Induktion der Cyp2B1 nach 72 h führt 
(Abb. 3.31, linke Bildhälfte), gleichermaßen wird durch Behandlung mit der 
Positivkontrolle PCN (10 µM) die Expression der Cyp3A1/3 induziert. Auch die 
PBDE-Kongenere BDE47, BDE99 und BDE153 führten zu einer signifikanten 
Expression der Cyp2B1 und Cyp3A1/3 in primären Ratten-Hepatozyten, das 
vollständig bromierte BDE209 führt dahingegen zu keiner Induktion. In diesem 
Versuch wurde die Expression der Cyp3A1 und Cyp3A3 gemeinsam untersucht, 
beide wurden durch das verwendete Primerpaar erkannt und sind auf 
Nukleotidebene zu 97 % identisch. Zusammen mit der Cyp3A13, welche auf dem 
Microarray repräsentiert ist, gehören sie zur Cyp3A-Familie und sind Homologe der 
humanen Cyp3A4 (Germer et al. 2006). BDE47, BDE99 und BDE153 sind auch in 
vivo Induktoren der Cyp2- und Cyp3A-Familie (Sanders et al. 2005). Auch in den 
primären Ratten-Hepatozyten hatten die PBDE-Kongenere nicht zu einer 
signifikanten Induktion der Cyp1A1 geführt, sondern vielmehr zu einer Verminderung 
der basal vorhandenen Transkriptmengen (Abb. 3.26), dieser Antagonismus sollte 
nun im Folgenden weiter untersucht werden. 
 
 
3.12  BDE47hg und BDE99 unterdrücken die TBDF- und TCDD-
induzierte CYP1A1-Proteinmenge 
Die bisherigen Ergebnisse der Kapitel 3.9 und 3.10 hatten gezeigt, dass die basal 
vorhandene Expression der Cyp1A1 und auch der Gst2A durch BDE47hg unterdrückt 
wird. Die Relevanz dieser Beobachtung liegt in der physiologischen Funktion des 
AhRs in der Proliferation und Differenzierung sowie bei der Entwicklung der Leber, 
die auch durch eine antagonistische Interaktion beeinträchtigt sein könnte (Barouki et 
al. 2007). Nach Inkubation mit BDE47hg war es nicht zur Translokation des AhRs in 
den Zellkern gekommen (Abb. 3.28), was auf eine Interaktion des BDE47hg mit dem 
AhR-Signalweg bereits auf Rezeptorebene hindeutet. In diesem Kapitel sollte 
untersucht werden, ob es neben der Inhibierung der basalen CYP1A1-Expression 
auch zur Inhibierung der durch TCDD oder TBDF induzierten CYP1A1-
Proteinemenge bei gleichzeitiger Inkubation mit PBDE-Kongeneren kommt 
(Abb. 3.32). 
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A)       B) 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.32: BDE47hg vermindert die TBDF- und TCDD-induzierte CYP1A1-Proteinmenge. 
(A) 5L (AhR+)-Zellen wurden mit TBDF (0,01 und 0,1 nM) und BDE47hg, BDE99, BDE153 
und BDE209 (alle 10 µM) zeitgleich für 24 h inkubiert, und dann Total-Zellextrakte 
hergestellt. (B) Diesmal wurde TCDD (0,001 und 0,01 nM) mit BDE47hg (10 µM) ko-inkubiert. 
Die Extrakte (20 µg) beider Versuche wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot 
aufgetrennt und die Expression von AhR, CYP1A1 und PCNA (letzteres als Ladekontrolle) 
mit spezifischen Antikörpern immundetektiert. Die Abb. zeigt exemplarische Westernblots 
aus drei bis fünf unabhängigen Experimenten mit ausgewählten Konzentrationen. Die 
Quantifizierungen der Westernblots sind in Abb. 3.33 und 3.34 dargestellt. 
 
 
 
5L-Zellen wurden für 24 h mit geringen Konzentrationen TBDF (0,01 und 0,1 nM) und 
TCDD (0,001 und 0,01 nM) sowie den PBDE-Kongeneren BDE47hg, BDE99, 
BDE153 und BDE209 (alle 10 µM) zeitgleich ko-inkubiert. Diese TBDF- und TCDD-
Konzentrationen wurden ausgewählt, weil die Induktion der CYP1A1 durch diese 
Konzentrationen noch nicht die Sättigungsphase erreicht hatte, sondern die 
Expression noch weiter anstieg (Abb. 3.10). In Vorversuchen war keine 
Verminderung der TCDD-induzierten CYP1A1 festzustellen, wenn mit hohen 
Konzentrationen (1 nM) inkubiert wurde (Daten nicht gezeigt). Exemplarische 
Westernblots dieser Analyse sind in Abb. 3.32 dargestellt. Es ist deutlich zu 
erkennen, dass bereits 0,01 nM TBDF zu einer hohen CYP1A1 führen und das 
BDE47hg  (10 µM) alleine eher die basale Expression unterdrückt, wie bereits zuvor  
beobachtet (Abb. 3.4 B und 3.24 B). Die Ko-Inkubation der von TBDF und BDE47hg 
führt zu einer eindeutigen Reduktion der TBDF induzierten CYP1A1-Proteinmenge 
(Abb. 3.32 A). Von den weiteren PBDE-Kongeneren hatte BDE99 dem BDE47hg 
ähnlich starke Effekte, BDE153 hatte keine signifikanten und BDE209 garkeine 
Effekte mehr auf die CYP1A1-Proteinmenge. BDE47hg antagonisierte auch die durch 
TCDD-induzierte CYP1A1-Proteinmenge. 
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Abb. 3.33: Quantifizierung der CYP1A1-Induktion nach Ko-Inkubation. (A) und (B) 
zeigen densitometrische Auswertungen von insgesamt drei bis fünf unabhängigen 
Experimenten der Ko-Inkubation von PBDE-Kongeneren in 5L (AhR+)-Zellen. Die 
Darstellungen zeigen die Unterdrückung der (A) TBDF-induzierten und der (B) TCDD-
induzierten CYP1A1-Proteinmenge durch PBDE-Kongenere. Die Konzentrationen sind 
unterhalb der Diagramme angegeben. Die Werte wurden auf die Expression der 
Ladekontrolle PCNA innerhalb jeder Probe bezogen. Statistisch signifikante Änderungen der 
CYP1A1-Proteinemenge wurden mit dem T-Test ermittelt (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, 
*** p ≤ 0,005). Die Klammern in der Abb. deuten die Bezugspunkte der Signifikanz-ermittlung 
dar, entweder auf die unbehandelte Kontrolle (für die Induktion durch TBDF und TCDD 
alleine) oder bei Ko-Inkubationen von TBDF oder TCDD mit PBDE-Kongeneren auf die 
höchste beobachtet Induktion (TBDF oder TCDD alleine). 
Ergebnisse 
107 
Das PBDE-Kongener BDE47hg zeigte einen signifikanten, unterdrückenden Effekt auf 
die TBDF- bzw. TCDD-induzierte CYP1A1-Proteinmenge in Abhängigkeit von der 
Konzentration (Abb. 3.33 A und B). Eine Verminderung der TCDD-induzierten 
CYP1A1-Proteinmenge und -Aktivität gemessen mit dem EROD-Assay ist bereits in 
der Literatur bekannt (Chen und Bunce 2003; Peters et al. 2004). Für eine 
quantitative Auswertung des CYP1A1-Antagonismus wurden alle CYP1A1-
Induktionen als Prozent der durch 0,01 nM bzw. 10 pM TCDD maximal induzierten 
CYP1A1-Proteinmenge bezogen, und auf die unveränderte Expression der PCNA 
normalisiert. BDE47hg  (10 µM) vermindert die durch 0,01 nM TBDF-induzierte 
CYP1A1-Proteinmenge auf 3 (±2) % der maximalen CYP1A1-Induktion. Diese 
residuale CYP1A1-Proteinmenge lag sogar unter der basalen CYP1A1-Expression 
von 7(±2) % in der Kontrolle. In der höheren Konzentration verminderte BDE47hg 
(10 µM) die durch 0,1 nM TBDF induzierte CYP1A1-Menge auf 32 (±12) % 
gegenüber 72 (±116) % der maximalen CYP1A1-Induktion wie für dieselbe TBDF 
Konzentration alleine beobachtet. Von den anderen PBDE-Kongenere hatte nur 
BDE99 (10 µM) einen signifikant unterdrückenden Effekt auf 53 (±10) % der 0,1 nM 
TBDF induzierten maximalen CYP1A1-Proteinmenge. Das höher bromierte 
Kongener BDE153 hatte nur noch einen unterdrückenden Effekt auf 78 (±11) % der 
ursprünglich durch TBDF (0,1 nM) induzierten CYP1A1-Proteinmenge, diese 
Reduktion war allerdings nicht mehr signifikant. Das vollbromierte Kongener BDE209 
hatte, wie bereits qualitative in Abb. 3.32 A gezeigt, keinen Effekt auf die CYP1A1-
Proteinmenge. 
 
Diese Experimente zeigen, dass PBDE-Kongenere, in Abhängigkeit vom Grad ihrer 
Brom-Substitution, zu einer AhR-abhängigen Verminderung der basalen und TBDF- 
bzw. TCDD-induzierten CYP1A1-Proteinmenge führten. Es ergab sich die folgende 
Reihenfolge der Potenz von PBDE-Kongeneren, die TBDF- bzw. TCDD-induzierte 
CYP1A1-Proteinmenge zu antagonisieren bzw. zu vermindern: BDE47hg 
(BDE47 per se) > BDE99 > BDE153; BDE209 war ohne Effekt. Ähnliche Ergebnisse 
konnten auf Ebene der Cyp1A1-mRNA durch Ko-Inkubation mit PBDE-Kongeneren 
erzielt werden (Daten nicht gezeigt).  
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3.13  BDE47hg und PBDE-Kongenere haben keine Effekte auf die 
Proliferation in 5L (AhR+)-Zellen 
Im Kapitel zuvor konnte eine antagonistische Wirkung von PBDE-Kongeneren auf die 
durch TBDF- und TCDD-induzierte CYP1A1-Proteinmenge eindeutig nachgewiesen 
werden. Dieser Effekt tritt wie die CYP1A1-Induktion nur in 5L (AhR+)-Zellen auf und 
geschieht höchstwahrscheinlich am Rezeptor selbst, d.h. dass die Inkubation mit 
PBDE-Kongenere per se nicht zu einer Translokation des AhRs in den Zellkern 
führen würde (Abb. 3.28). Das verunreinigte BDE47 und TBDF hatten in den 
Experimente zuvor zu einer AhR-abhängigen Inhibierung der Proliferation und des 
Wachstums nach 24 h durch einen Arrest der 5L (AhR+)-Zellen in der G1-Phase des 
Zellzyklus und zu einer Verminderung der Zellen in der S-Phase geführt (Kapitel 3.4). 
Die Folgen eines solchen Antagonismus der PBDE-Kongenere auf die zuvor 
beobachtete AhR-abhängige Regulation der Proliferation sollen in diesem Kapitel 
untersucht werden.  
 
A)       B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.34: BDE47hg führt zu keiner Inhibierung der Proliferation. (A) 5L (AhR+)-und 
BP8 (AhR-)-Zellen wurden für 24 h mit steigenden Mengen BDE47hg (0,1-100 µM) inkubiert 
und anschließend der Anteil proliferierender Zellen, wie in Abb. 3.17 bereits beschrieben, 
ermittelt. (B) zeigt 5L (AhR+) Zellen, die für 24 h mit TBDF (1 nM) oder BDE47hg (10 µM) 
behandelt, anschließend fixiert und die DNA-DAPI gefärbt wurde. Die Messung der 
Verteilung der Zellen auf die Zellzyklusphasen im Durchflusszytometer unter Abb. 3.13-15 
beschrieben. Statistisch signifikante Änderungen sind durch Sterne indiziert (*** p ≤ 0,005), 
es wurden drei bis fünf unabhängige Experimente ausgewertet.  
 
 
Das hochreine BDE47hg führte nicht wie für BDE47 und TBDF beobachtet zu einem 
Rückgang des Wachstums und hatte auch in hohen Konzentration kaum einen 
Rückgang (80 (±8) % der Kontrolle) der Proliferation, gemessen an der DNA-
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Neusynthese in 5L (AhR+)-Zellen zur Folge (Abb. 3.34 A). Lediglich die BP8 (AhR-)-
Zellen zeigen bei 100 µM BDE47hg einen Rückgang der S-Phase auf 45 (±33) % der 
Kontrolle. Dies könnte auf einen fehlenden AhR-abhängigen Fremdstoff-
metabolismus der AhR-defizienten BP8-Zellen und somit einer gesteigerten Toxizität 
einhergehen, allerdings hatten die Untersuchung der Zytotoxizität in Kapitel 3.8 
hierfür keine Indizien geliefert. BDE47hg verursacht auch keinen Arrest der 5L-Zellen 
in der G1-Phase des Zellzyklus (Abb. 3.34 B), verglichen mit TBDF (1 nM). Die 
PBDE-Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209) hatten ebenso keinen Effekt auf 
die Proliferation und die Zellzyklusverteilung in 5L- oder BP8-Zellen (Daten nicht 
gezeigt). Somit kam es zu keiner Beeinträchtigung der Zellzyklusregulation oder der 
DNA-Neusynthese obwohl diese durch den AhR reguliert werden und zuvor 
endogene Prozesse durch einige PBDE-Kongenere und BDE47hg im Speziellen 
beeinträchtigt waren, wie die Unterdrückung der basalen CYP1A1-Expression.  
 
In den bisherigen Kapiteln 3.8 bis 3.13 des zweiten Teils dieser Arbeit, die sich auf 
die Untersuchung des hochreinen BDE47hg konzentrierte, konnte eine dioxin-artige 
Wirkung dieser Substanz und der PBDE-Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209 
ausgeschlossen werden. Die in den Kapiteln 3.1 bis 3.6 zuvor beobachtete AhR-
Aktivierung und Zielgen-Induktion durch das mit TBDF verunreinigte BDE47 konnte 
nicht festgestellt werden, es hatte sich um Effekte der Kontaminante TBDF 
gehandelt. Im Gegensatz zu der ursprünglichen Annahme kam es nicht zu einem 
AhR-Agonismus, sondern zu einem AhR-Antagonismus des PBDE-Kongeners 
BDE47 per se (BDE47hg), sichtbar an einer verminderten basalen Expression von 
Cyp1A1-mRNA und -Protein, und ebenso einer Verminderung der CYP1A1-
Proteinmenge nach TBDF- und TCDD-Inkubation. Dies war auch für das Kongener 
BDE99, nicht aber für die anderen getesteten PBDE-Kongenere BDE153 und 
BDE209 zu beobachten. Das verunreinigte BDE47 und die Kontaminante TBDF 
hatten in Embryonen des Zebrabärblings zu typischen Endpunkten TCDD-induzierter 
Toxizität geführt (Abb. 3.21). Im letzten Kapitel dieser Arbeit sollte daher der Einfluss 
von der Reinsubstanz BDE47hg auf diese Endpunkte und die Konsequenz eines AhR-
Antagonismus im Zusammenhang mit der Entwicklung der Zebrabärblings-
Embryonen untersucht werden. 
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3.14  BDE47hg allein verursacht einen morphologischen Defekt in 
Embryonen des Zebrabärblings 
3.14.1  Dorsale Krümmung der Embryonen nach BDE47hg Inkubation 
Das verunreinigte BDE47, die Kontaminante TBDF und die Referenzsubstanz TCDD 
induzierten bei Inkubation zwischen 4-24 hpf Ödeme des Dottersacks und Perikards, 
sowie eine Fehlbildung des Kiefers und eine mangelnde Inflation der Schwimmblase, 
die nach 72-96 hpf sichtbar werden (Abb. 3.21). Eine solche Wirkung wie für TBDF 
beobachtet konnte für BDE47hg (Abb. 3.35 A) und die Kongenere BDE99, BDE153 
und BDE209 zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). 
Allerdings führte auch BDE47hg zu einer mangelhaften Inflation der Schwimmblase 
bei ca. 20 % der Embryonen. Untersuchungen zu einem späteren Zeitpunkt der 
embryonalen Entwicklung zeigten allerdings einen markanten morphologischen 
Defekt der Embryonen, wenn die Inkubation von 96-120 hpf erfolgte (Abb. 3.35 B). 
Ein solcher Effekt war nicht für TBDF und TCDD (Abb. 3.34 B), aber ebenso für das 
verunreinigte BDE47 (Daten nicht gezeigt) zu beobachten. 
 
 
A) 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.35: BDE47hg induziert morphologische Deformationen in Danio rerio-
Embryonen. (Die Beschreibung der Abb. erfolgt auf der nächsten Seite). 
TCDD
TBDF
Kontrolle
BDE47hg
(2)
(4)
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(A) Inkubation zu einem frühren Zeitpunkt (4-24 hpf, Bilder 96 hpf) wie in Abb. 3.21 
beschrieben, diesmal mit BDE47hg. Die Pfeile markieren (1) die Ödembildung des 
Dottersacks und des Perikards, (2) fehlerhafte Inflation der Schwimmblase und (3) 
Deformation des Kiefers. (B) Embryonen des Zebrabärblings wurden mit TBDF, der 
Referenzsubstanz TCDD und BDE47hg inkubiert. Diesmal erfolgte die Inkubation zu einem 
späten Zeitpunkt der Entwicklung zwischen 96-120 hpf, die Bilder entstanden nach 120 hpf. 
Die Pfeile markieren morphologische Defekte, (2) fehlerhafte Inflation der Schwimmblase 
und (4) dorsale Krümmung. Verwendete Konzentrationen: BDE47hg 10 µM (5 mg/l), TBDF 
20 nM (10 µg/l) und TCDD 3 nM (1 µg/l). Die Lösungsmittel-Kontrollen DMSO und Toluol 
(0,05 % [v/v]) zeigten keinen Einfluss im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Der Größen-
Maßstab (schwarzer Balken, links unten) misst 0,4 mm. Die dargestellten Bilder sind 
repräsentative für drei bis fünf unabhängige Experimente.  
 
BDE47hg und auch das verunreinigte BDE47 verursachen bei Inkubation von 96-
120 hpf eine starke dorsale Krümmung, die nach 120 hpf sichtbar wurde. Die PBDE-
Kongenere BDE99, BDE153 und BDE209 hatten hier wenig bis keine Effekte bei 
denselben Konzentrationen (jeweils 10 µM), während die Penetranz des BDE47hg 
induzierten morphologischen Defekts ca. 60 % der analysierten Embryonen (n > 600) 
betrug. Hierbei ist zu erwähnen, dass die dorsale Krümmung stets mit der 
mangelhaften Schwimmblasen-Inflation einherging. Der molekulare Mechanismus 
dieses Defektes ist zunächst unklar, eine Beteiligung des Danio rerio-AhR-Homologs 
AhR2 wäre denkbar. BDE47hg induzierte die CAR- und PXR-regulierte Expression 
der Cyp2B1 und Cyp3A1/3 in primären Ratten-Hepatozyten (Abb. 3.31). Auch eine 
mögliche Beteiligung des PXR-Homologs kann nicht ausgeschlossen werden, 
allerdings zeigte die Inkubation mit PCN, einem auch im Zebrabärbling bekannten 
Aktiviator des PXR und Induktor des Homologs Cyp3A (Bresolin et al 2005), keine 
Effekte auf die Entwicklung der Embryonen in den getesteten Konzentrationen 
(Daten nicht gezeigt).  
 
Der beobachtete morphologische Effekt wurde vor kurzem in der Literatur 
beschrieben (Lema et al. 2007). Die Autoren hatten einen verminderten Durchfluss 
der zerebrospinalen Flüssigkeit als Urasche vorgeschlagen, die genauen 
molekularen Mechanismen sind jedoch nach wie vor unklar. Aus diesem Grund 
wurden im letzten Kapitel der vorliegenden Arbeit genomweite Genexpressions-
Profile von Danio rerio-Embryonen aufgenommen nach BDE47hg. 
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3.14.2  BDE47hg führt zur differentiellen Regulation von potentiellen Gen-
Kandidaten in einer genomweiten Genexpressions-Analyse 
In Tab. 3.4 sind die genomweiten Analysen der Genexpressions-Profile nach 
Inkubation mit BDE47hg und zur Verdeutlichung eines dioxin-artigen 
Expressionsmusters zusätzlich nach Inkubation mit TCDD dargestellt. Es sind 
deutliche Unterschiede zwischen beiden Inkubationen zu erkennen. TCDD, das in 
Abb. 3.21 eine dioxin-ähnlichen Ödem-Bildung im frühen Stadium der Inkubation 
verursacht hatte, induzierte hier deutlich die Expression der Cyp1A1 (37,7 fach) und 
Cyp1B1 (14 fach) in Danio rerio-Embryonen. 
 
 
Tab. 3.4: Globale Genexpressions-Analysen in Embryonen des Zebrabärblings nach 
BDE47hg- und BDE47- Inkubation. Die Inkubation der Embryonen erfolgte zwischen 96-
120 hpf mit  (25 mg/L bzw. 50 µM) BDE47hg, BDE47 und zum Vergleich TCDD (1 µg/L bzw. 
3 nM), sowie jeweils DMSO und Toluol als Lösungsmittel-Kontrollen (Endkonzentration 
jeweils 0,05 % [v/v]) nach der Inkubation wurde die gesamte RNA isoliert, prozessiert und mit 
einem selbst hergestellten Microarray-Chip hybridisiert und ausgewertet (Material und 
Methoden, Kapitel 2.10.7 bis 2.10.11). Die Regulation der Genexpressionen sind als x-fache 
Änderung der Expression in der behandelten Probe über die Expression der jeweiligen 
Lösungsmittel-Kontrolle dargestellt. Der „Fold Change“ wurde für BDE47hg von │Fc│> 2 für 
auf  │Fc│ > 1,5 herabgesetzt, die statistische Signifikanz der Regulation von padj < 0,025 auf 
padj < 0,05. Abkürzungen nd =nicht detektiert, (a) = adaptiert von Yang 2007. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Detoxifizierung 
AF057713 Cyp1A1 Cytochrom P450 Monooxygenase 1A1 1,3 64,5 37,7
BG738243 Cyp1B1 Cytochrom P450 Monooxygenase 1B1 nd 32,9 14
AF221128 Cyp2J2 Cytochrom P450 Monooxygenase 2J2 1,6 nd nd
AF285098 Gstp1 Glutathion-S-Transferase pi 0,5 2.4 1,5
AI959735 Sult6B1 Sulfotransferase 6B1 nd 6,1 3,3
verschiedene 
AF301264 her9 "Hairy-related 9", bHLH-Transkriptionsfaktor 0,4 1,0 nd
AF307010 Hoxa2 Transcriptionsfaktor Hoxa2 1,6 1,2 nd
BI429216 Krt13 Zytokeratin 13 nd 0,1 0,3
AI397347 Krt15 Zytokeratin 15 1,6 0,3 0,4
AF121796 NaPiII Typ II Na/Pi Kotransportsystem Protein 1,1 0,2 0,3
AF342941 Reverb1 Nukleärer Rezeptor 1D2 1,7 1,1 nd
AF277097 sox9b "SRY-box containing gene" 9b 1 0,2 0,2
BDE47 BDE47hg TCDD(a) Gen Symbol Gen NameGen ID 
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Es ist eindeutig zu erkennen, dass BDE47hg nicht wie TCDD zur Induktion eines 
dioxin-artigen Genexpressions-Profils führt, es kam nicht zur Induktion der Cyp1A1 
(1,3 fach) oder Cyp1B1 (nicht detektiert). Der in 5L-Ratten-Hepatomzellen 
beobachtete AhR-Antagonismus und die Unterdrückung der basalen Cyp1A1-
Expression durch BDE47hg konnten hier nicht beobachtet werden. BDE47hg führt zu 
einer vollkommen von TCDD unterschiedlichen Gen-Expressionsmuster, so 
verminderte BDE47hg die Expression der Glutathion-S-Transferase (Gstp1) 0,5 fach 
im Vergleich zur Kontrolle. TCDD dahingegen induzierte dieselbe Gstp1 1,5 fach. 
Das Genexpressions-Profil brachte eine Reihe von Gen-Kandidaten hervor, deren 
Deregulation zu dem beobachteten Defekt und der Toxizität beitragen können. 
BDE47hg regulierte die Gst-Expression gemeinsam differentiell in Ratten 
Hepatomzellen (Abb. 3.29) und im Zebrabärbling, was auf eine Interferenz mit 
möglichen endogenen Funktionen des AhRs und Unterrückung der basalen 
Expression von Zielgenen zurückzuführen sein könnte. Allerdings wurde wie bereits 
erwähnt die Expression der Cyp1A1 im Zebrabärbling nicht vermindert. Im 
Allgemeinen schützen GST die Zellen vor oxidativem Stress und sind an 
neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson beteiligt (Hayes et al. 2005; 
Smeyne et al. 2007). Höchst interessant war die Induktion der Cytochrom-P450-
Monooxygenase Cyp2J2 (1,6 fach), welche Arachidonsäure zu Epoxy-
Eikosatriensäure (EET) konvertiert. Diese EET ist an einer Reihe physiologischer 
Prozesse wie der Angiogenese, Entzündungs-Reaktionen und der Zellproliferation 
beiteiligt (Spector and Norris, 2007). Weiterhin führte BDE47hg zur Deregulation der 
Expression der Transkriptionsfaktoren RevErbβ (1,7 fache Induktion), Hoxa2 
(1,6 fache Induktion) und Her9 (0,4 fache Repression) gegenüber der Kontrolle. 
RevErbβ gehört zur Familie der nukleären Rezeptoren und Her9 zur Familie der 
bHLH-Transkriptionsfaktoren und fungiert als transkriptioneller Repressor. Beide sind 
wichtig für die neuronale Entwicklung in der Maus und im Zebrabärbling (Chomez et 
al. 2000; Bae et al. 2005, Ramakrishnan and Muscat 2006). Die Störung ihrer 
Expression könnte zur beobachteten neuronalen Toxizität und Entwicklungsstörung 
beitragen. Weitere Studien sind an dieser Stelle notwendig, um die beobachtete 
Störung der Entwicklung und mögliche molekulare Mechanismen auf die 
beobachteten neurotoxischen Effekte von PBDE-Kongeneren in höheren Vertebraten 
zu übertragen. 
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4. Diskussion 
Polybromierte Diphenylether (PBDE) sind Umwelt-Kontaminanten und akkumulieren 
in Tier und Mensch. Sie haben toxische Wirkung auf die Entwicklung und das 
Nervensystem, stören endokrine Funktionen und verursachen z.T. Tumore in Nagern 
(Birnbaum und Cohen Hubal 2006). Jedoch ist immer noch sehr wenig über die 
zugrunde liegenden Mechanismen der Toxizität bekannt. Aufgrund ihrer Struktur 
gerieten PBDE unter Verdacht, den AhR Signalweg zu aktivieren, welcher für die 
toxische Wirkung des TCDD und weiterer AhR-Agonisten, z.B. von polyaromatischen 
Kohlenwasserstoffverbindungen (PAH), verantwortlich ist. Die überwiegende Zahl 
der Untersuchungen konzentrierte sich bisher auf die Induktion des AhR-Zielgens 
Cyp1A1 als Marker für eine AhR-Aktivierung. Allerdings erklärt die Induktion der 
Cyp1A1 nicht ausreichend die bekannte Toxizität des TCDD. Weitere AhR-Zielgene 
müssen in die Betrachtung der PBDE-Wirkung einbezogen werden. In der 
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von PBDE-Kongeneren auf den AhR auf 
verschiedenen Ebenen untersucht. Folgende Einsichten in potentielle, der 
molekularen Toxizität von PBDE-Kongeneren zugrunde liegende Mechanismen und 
der Beteiligung des AhRs hierzu konnten in dieser Arbeit gewonnen werden: 
 
 
1. Die reinen PBDE-Kongenere BDE47hg, BDE99, BDE153 und BDE209 
aktivieren den AhR-Signalweg nicht und führen nicht zur differentiellen 
Regulation klassischer Zielgene.  
 
2. PBDE-Kongenere führen nicht zu einer dioxinartigen Deregulation des 
Zellzyklus als toxischer Endpunkt. 
 
3. Durch Verwendung verschiedener In vitro-Modellsysteme und Spezies konnte 
eine dioxinartige Wirkung der PBDE-Kongenere generell ausgeschlossen 
werden. 
 
4. TBDF, eine potentielle Kontaminante kommerzieller PBDE-Mixturen, kann den 
AhR aktivieren und zur AhR-abhängigen Expression von Zielgenen führen. 
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5. Erstaunlicherweise führten BDE47, BDE99 und z.T. auch BDE153 zu einer 
„antagonistischen“ Wirkung auf den TCDD-aktivierten AhR und die Induktion 
des Zielgens Cyp1A1. 
 
6. PBDE-Kongenere induzieren ein von TCDD und TBDF distinktes Gen-
expressions-Muster, es konnten mögliche neue Zielgene entdeckt und 
verifiziert werden, darunter die Induktion der Cyp2B- bzw. Cyp3A-Expression 
in primären Ratten-Hepatozyten. 
 
7. Das reine BDE47 führte in Embryonen des Zebrabärblings zu 
morphologischen Defekten und Änderungen der Genexpressions-Muster, 
welche sich ebenfalls von der bekannten TCDD-Toxizität unterscheiden. Auch 
hier konnten potentielle neue Zielgene der PBDE-Toxizität entdeckt werden. 
 
 
 
4.1  PBDE-Kongenere sind keine AhR-Agonisten 
Zu Beginn der Untersuchung der PBDE-Kongenere konzentrierten sich die 
Experimente auf das in Umweltproben, Tier und Mensch dominierende Kongener 
2,2´,4,4´-Tetrabromdiphenylether (BDE47). In Vorversuchen dieser Arbeit konnte 
zunächst die Induktion der Cyp1A1, dem klassischen Bio-Marker des aktivierten 
AhR-Signalwegs, auf mRNA- und Protein-Ebene detektiert werden. Diese BDE47-
Probe enthielt jedoch Spuren von bromierten Furanen, 0,04 % (w/w) 2,3,7,8-
Tetrabrom-dibenzofuran (TBDF), einem bekannten und potenten AhR-Agonisten. 
Diese TBDF-Kontamination ist ein durchaus realistisches Szenario für PBDE, da sie 
ebenfalls in der kommerziellen PBDE-Mixtur DE-71, festgestellt wurde (Sanders et 
al. 2005; Hanari et al. 2006; Kuiper et al. 2006). Das verunreinigte BDE47 wurde nun 
im weiteren Verlauf der Experimente mit seinen Komponenten, zum Einen der 
Kontamination TBDF selbst, und zum Anderen mit einem hochgradig gereinigten 
BDE47hg (die Abkürzung „hg“ steht hier für hochgereinigt) verglichen, um eine 
mögliche AhR-aktivierende Potenz des BDE47hg aufzuklären und abzuschätzen.  
 
Diskussion 
116 
Zunächst wurde die Translokation des endogenen AhRs als initialer Schritt der 
Aktivierung nach der Bindung eines Liganden untersucht (Nebert et al. 2000). Die 
PBDE-Kongenere BDE47hg, BDE99, BDE153 und BDE209 führten nicht zur AhR-
Translokation in den Zellkern behandelter 5L-Zellen. Im Gegensatz zu diesen 
Befunden hatten Peters und Kollegen (2006 A) die Präsenz des AhR nach BDE99-
Inkubation am Cyp1A1-Promotor durch Chromatin-Immunpräziptation nachgewiesen, 
was aber eine Aktivierung des Rezeptors und die anschließende Translokation in 
den Zellkern voraussetzen würde. Die Kontaminanten TBDF und TCDD (beide 1 nM) 
und das schwach gereinigte BDE47 (10 µM) führten dahingegen zur Translokation 
des AhRs vom Zytosol in den Zellkern und zur Induktion des AhR-Zielgens Cyp1A1 
auf mRNA- und Protein-Ebene. Die Induktion der Cyp1A1 erwies sich wie erwartet 
als strikt AhR-abhängig, da sie zum Einen nur in 5L (AhR+)-Zellen auftrat und nicht in 
dem AhR-defizienten Subklon BP8, und zum Anderen die Depletion des AhR-
Proteins mittels spezifischer siRNA (Posttranskriptionales Gen-Silencing) zu einem 
Rückgang der induzierten Cyp1A1-Proteinmenge nach 5 h Inkubation mit TBDF und 
BDE47 führte. Diese AhR-Depletion führte zu einem signifikanten Rückgang der 
AhR-Proteinmenge auf 27 (±9) % im Vergleich zur Kontrolle, was wiederum einen 
Rückgang BDE47 (10µM) und TBDF (1nM) induzierten CYP1A1-Proteinmenge auf 
jeweils 44 (±5) % und 35 (±5) % der Kontrolle zur Folge hatte. Ähnliche Effizienzen 
der AhR-Depletion und eine Verminderung der TCDD-induzierten CYP1A1-
Proteinmege wurden auch in der Literatur berichtet (Weiss et al. 2005). Im 
Gegensatz zum verunreinigten BDE47 bewirkte das hochgereinigte BDE47hg in allen 
Experimenten keine Induktion der Cyp1A1-Expression auf mRNA- und Proteinebene. 
Nach Zusammenfassung der konzentrationsabhängigen Induktionen des CYP1A1-
Proteins durch BDE47, die Kontaminante TBDF und durch die Referenzsubstanz 
TCDD in einem Dosis-Wirkungs-Diagramm, konnte die relative Potenz der AhR-
Aktivierung durch diese Substanzen abgeschätzt werden. TBDF besitzt im Vergleich 
mit der Dioxin-Referenzsubstanz TCDD eine relative Effekt-Potenz (REP) von 
REP = 0,04, d.h. es ist die 25 fache TBDF-Konzentration nötig, um die gleiche 
CYP1A1-Induktion wie durch TCDD zu erreichen. Das verunreinigte BDE47 war im 
Vergleich zu TCDD deutlich schwächer (REP = 0,00025). In der Literatur ist die 
relative Potenz von TBDF gegenüber TCDD unterschiedlich beschrieben, in einer 
Studie war die Luziferase-Aktivität in einem AhR-kontrolliertem Reportergen-Assay 
(DR-CALUX) nahezu äquipotent (REPDR-CALUX = 0,82) mit TCDD (Behnisch et al. 
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2003). In derselben Studie ergab die Bestimmung der Potenz des TBDF mit dem 
EROD-Assay, welcher die enzymatische Aktivität der CYP1A1 misst, einen 
REPEROD von 0,62. TBDF zeigte anhand typischer Endpunkten der TCDD-Toxizität in 
vivo eine hohe relative Potenz bei der Disruption der Nierenentwicklung (REP = 0,33) 
und der Entstehung von Gaumenspalten (REP = 0,25), beides sind klassische 
teratogene Konsequenzen nach TCDD-Exposition (Birnbaum et al. 2003).  
 
Embryonen des Zebrabärblings bieten ein ideales Modellsystem zur Untersuchung 
von molekularen Mechanismen der Entwicklungs- und Embryotoxizität in Vertebraten 
(Hill et al. 2005). In der Regel sind Fremdstoff-Rezeptoren und zelluläre 
physiologische Prozesse unter Vertebraten-Spezies in hohem Maße konserviert, so 
dass die Verwendung des Zebrabärblings als Modellorganismus die Abschätzung 
und Bewertung toxischer Effekte von Chemikalien erlaubt und zur Verminderung von 
Tierversuchen mit Nagern und höheren Vertebraten-Spezies potentiell beitragen 
kann. Darüber hinaus ist gerade die Untersuchung der Dioxin-Toxizität im 
Zebrabärbling gut etabliert und ermöglicht so einen Vergleich mit den PBDE-
Kongeneren. Bekannte toxische Endpunkte für TCDD im Embryo des Zebrabärblings 
sind die Bildung von Ödemen des Dottersacks und des Perikards, kraniofaziale 
Deformationen und eine Beeinträchtigung des Aufblasens der Schwimmblase (Hill et 
al. 2005; Zodrow et al. 2003). Vor kurzem konnte außerdem ein Modell-System mit 
Embryonen des Zebrabärblings etabliert werden, dass typische Genexpressions-
Profile und Muster durch verschiedene Toxine identifizieren konnte (Yang 2007; 
Yang et al. 2007). 
 
Die Untersuchungen von PBDE-Kongeneren zeigten auch in diesem Modell-System 
mit Zebrabärblings-Embryonen, dass keine für TCDD bekannten toxischen Effekte 
induziert wurden. Während TCDD und auch das verunreinigte BDE47 in 
morphologischen Studien (4-24 hpf Inkubation) Ödeme des Perikards und des 
Dottersacks induzierten, zu einer Fehlentwicklung des Kiefers führten und das 
Aufblasen der Schwimmblase beeinträchtigten (ab 72-96 hpf), hatten die reinen 
PBDE-Kongenere (BDE47hg, BDE99, BDE153 und BDE209) in diesem Stadium 
keine solchen Effekte. Die Kontaminante TBDF wiederum induzierte allein diese 
Endpunkte der TCDD-Toxizität, allerdings erst in höheren Konzentrationen als 
TCDD. In einem späteren Stadium (96-120 hpf Inkubation) führten BDE47 und 
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BDE47hg, nicht aber TBDF und TCDD, zu einem morphologischen Defekt der 
Embryonen, erkennbar an einem stark nach dorsal gekrümmtem Schwanz. Diese 
morphologische Deformation wurde auch von einer anderen Arbeitsgruppen nach 
Inkubation mit reinem BDE47 beobachtet (Lema et al. 2007). In dieser Arbeit wurde 
in diesem Zusammenhang die so genannte turned on-Mutante des Zebrabärblings 
diskutiert, welche eine ähnliche morphologische Deformation zeigt, die betroffenen 
Gene sind aber bis heute nicht aufgeklärt (Schier et al. 1996). Der beobachtete Effekt 
trat interessanterweise nur nach BDE47-Behandlung auf und war für die anderen 
PBDE-Kongenere (BDE99, BDE153 und BDE209) nicht festzustellen. Zur weiteren 
Verfolgung der molekularen Mechanismen des BDE47-induzierten morphlogischen 
Defektes wurden daher Analysen der genomweiten Gen-Expression durchgeführt, 
um mögliche Gen-Regulationen im Zusammenhang mit dem morphologischen 
Defekt nachzuweisen. Das PBDE-Kongener BDE47hg bewirkte, wie in der Zellkultur 
in vitro zuvor beobachtet, keine gesteigerte Expression typischer AhR-Zielgene, z.B. 
Cyp1A1. Das verunreinigte BDE47 (Daten nicht gezeigt) und TCDD führten 
dahingegen zur Cyp1A1-Induktion. Somit korrelieren morphologische Deformation 
und Cyp1A1-Induktion auch in diesem Assay nicht für BDE47 und BDE47hg, aber 
auch andere bekannte toxische Endpunkte von TCDD im Zebrabärbling scheinen 
von der Expression der Cyp1A1 unabhängig zu sein. Die Cyp1A1-Depletion konnte 
im Gegensatz zur AhR2-Depletion nicht die TCDD-induzierte Ödembildung oder 
Herzfehlbildung hemmen (Carney et al. 2006; Antkiewicz et al. 2006).  
 
 
4.2  Neue Zielstrukturen der PBDE-Kongenere 
Die Induktion des Fremdstoff-metabolisierenden Enzyms Cyp1A1 kann die durch 
TCDD verursachte Toxizität auch im Modell-Organismus Maus nicht 
zufriedenstellend erklären (Fernandez-Salguero et al. 1996; Schmidt und Bradfield 
1996). Vielmehr scheint die Cyp1A1 sogar eine protektive Wirkung zu besitzen, denn 
Cyp1A1(-/-) Knockout-Mäuse weisen eine erhöhte Letalität gegenüber polyzyklischen 
aromatischen Kohlenwasserstoffverbindungen (PAH) auf, verglichen mit dem nahezu 
unbetroffenen Wildtyp (Nebert et al. 2004). PBDE-Kongenere führten in den 
Experimenten dieser Arbeit nicht zu einer gesteigerten Cyp1A1-Expression. Im 
Zusammenhang mit der bestehenden toxischen Wirkung von PBDE-Kongeneren und 
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der Entstehung toxischer Metabolite sollte weiterhin untersucht werden, ob PBDE 
möglicherweise andere Zielgene differentiell regulieren. Zum Auffinden solcher 
potentieller toxizitätsrelevanter und regulierter Gene wurden Analysen der 
genomweiten Genexpressions-Profile nach BDE47hg-Inkubation in 5L-Zellen und in 
Embryonen des Zebrabärblings durchgeführt. In der Tat unterschieden diese sich 
deutlich von denen Expressions-Profilen der klassischen AhR-Agonisten TBDF und 
TCDD.  
 
4.2.1  PBDE-Kongenere induzieren potentielle Zielgene in Hepatomzellen 
und primären Hepatozyten der Ratten 
BDE47hg hatte keine Induktion der Expression klassischer AhR-Zielgene zur Folge, 
wie bereits zuvor für das AhR-Markerenzym Cyp1A1 beobachtet. Es hatte im 
Gegenteil zu einer Reduktion des basal vorhandenen Expressions-Niveaus der 
Cyp1A1 in der 5L-Hepatom-Zellkultur und in primären Hepatozyten geführt. In den 
5L-Hepatomzellen konnte zudem eine Verminderung der basalen Gst2A-Expression 
beobachtet werden. Im Zusammenhang mit der Tatsache, dass BDE47hg nicht zur 
Translokation des AhRs geführt hatte, könnte dies auf eine inhibitorische Wirkung am 
Rezeptor selbst hindeuten. Der Nachweis der direkten Bindung des BDE47 an den 
AhR, etwa durch Kompetitions-Studien mit dem bekannten Liganden TCDD, steht 
noch aus. Die Analysen der genomweiten Genexpression in 5L-Hepatomzellen 
brachten sehr unterschiedliche Genexpressions-Muster und neue potentielle 
Zielgene für BDE47hg hervor. So induzierte BDE47hg zunächst schwach die 
Expression der Cytochrom-P450-Monooxygenase 3A13 (Cyp3A13). Dieses Enzym 
gehört zur Cyp3A-Familie und wird durch den Pregnan-X-Rezeptor (PXR) 
transkriptionell reguliert (LeCluyse 2001). Aufgrund der geringen chemischen 
Induzierbarkeit dieses Fremdstoff-metabolisierenden Cyp-Enzymes in 5L-
Hepatomzellen bei der Verifizierung der Daten mittels qPCR und Westernblot (Daten 
nicht gezeigt) wurde die zuvor beobachtete Cyp3A-induktion in primären Ratten-
Hepatozyten weiter verfolgt. Diese weisen nach der Isolation eine breite Palette von 
für den Fremdstoffmetabolismus relevanten Enzymen auf, die durch zelluläre 
Prozesse und Rezeptoren ähnlich wie in der Leber in vivo reguliert werden (Hewitt et 
al. 2007). In den Vorversuchen war keine Expression des CAR-Markerenzyms  
Cyp2B1 in 5L-Zellen auf mRNA- und Protein-Ebene detektierbar gewesen, diese 
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wurde im Folgenden aber dennoch mit untersucht, da die Substratspektren der 
Xenosensoren CAR und PXR oftmals Überschneidungen aufweisen und so beide 
Rezeptoren eine Rolle spielen könnten (Handschin et al. 2002). In der Tat führte der 
Gebrauch des bekannten CAR-Aktivators TCPOBOP (1,4-bis(2-(3,5-dichlor-
pyridyloxy))-benzene) zu einer Induktion der Cyp2B1-Expression in primären Ratten-
Hepatozyten. Ebenso konnte durch die Aktivierung des PXR die Expression der 
Cyp3A1/3 nach Inkubation mit der Positivkontrolle PCN (Pregnenolon-16α-
Carbonitril) erhöht werden (LeCluyse 2001). Die Expression der Cyp3A13-
entsprechenden Isoenzyme Cyp3A1 und Cyp3A3 (Cyp3A1/3) wurden gemeinsam 
untersucht, da diese ebenfalls zur Cyp3A-Familie zählen und über 97 % 
Sequenzhomologie in der Ratte aufweisen, sowie ca. 80 % Sequenzhomologie zum 
humanen Cyp3A4-Homolog. In der Tat induzierten die PBDE-Kongenere BDE47, 
BDE99 und BDE153 die Expression der Cyp2B1 und Cyp3A1/3 in primären Ratten-
Hepatozyten nach 72 h Inkubation signifikant, das vollbromierte BDE209 war inaktiv. 
 
Diese Induktion der Cyp2B1 und Cyp3A1/3 durch die PBDE-Kongenere BDE47, 
BDE99 und BDE153 wurde auch in der Ratte in vivo nach oraler Gabe beobachtet 
(Sanders et al. 2005), so induzierte die kommerzielle PBDE-Mixtur DE-71 eine 
erhöhte Cyp2B-Aktivität (Zhou et al. 2001). Die Induktion der Cyp2B1 und Cyp3A1/3 
könnte die die beschriebene Metabolisierung der PBDE-Kongenere in vitro und 
in vivo erklären, denn die Bildung von hydroxylierten Metaboliten ist bekannt (Hakk 
und Letcher 2003; McKinney et al. 2005). In der Tat führte auch die Inkubation mit 
PBDE-Kongeneren in isolierten Lebermikrosomen, die durch den klassischen CAR-
Aktivator und Cyp2B-Induktor Phenobarbital induziert worden waren (Meerts et al. 
2000), zur Bildung von Schilddrüsenhormon-kompetitiven Metaboliten. Mit dem AhR-
Aktivator und Cyp1A1-Induktor βNF vorbehandelte Leber-Mikrosomen führten in 
derselben Studie nicht zur Entstehung solcher Metabolite. Diese hydroxylierten 
PBDE-Metabolite, z.B. 6-HO-BDE47, bewirken Störungen des endokrinen 
Schilddrüsenhormon-Systems. Weniger die PBDE-Kongenere selbst, als deren 
hydroxylierte Metabolite haben folglich Einfluss auf die Konzentrationen des 
Schilddrüsen-Hormons. Die orale Gabe der kommerziellen PBDE-Mixtur DE-71 (0,3 
bis 300mg/kg/Tag) führte in jungen Ratten nach 4 Tagen zu einer um ca. 80 % 
verminderten Serumkonzentrationen des Schilddrüsenhormons Thyroxin (T4) (Zhou 
et al. 2002). Zwei Mechanismen werden für die Reduktion der Thyroxin-
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Serumspiegel diskutiert: zum Einen die erhöhte Biotransformation und Exkretion 
nach der PBDE-Induktion der UDP-Glykosyl-Transferase (Ugt), und zum Anderen die 
Konkurrenz hydroxylierter PBDE-Metabolite mit dem Schilddrüsenhormon um die 
Bindung am Schilddrüsenhormon-Transportprotein TTR (Zhou et al. 2001; Stoker et 
al. 2004). Die beobachtete Induktion der Cyp2B und Cyp3A kann im Zusammenhang 
mit den beschriebenen Effekten der PBDE-Kongenere folgendes Szenario erklären: 
ursprüngliche PBDE-Kongenere induzieren ihren eigenen Metabolismus und führen 
zur Bildung von endokrin aktiven hydroxylierten Metaboliten. Neben der Interferenz 
mit dem Schilddrüsenhormon-System können diese hydroxylierten Metabolite, z.B. 
das 6-HO-BDE47 mit den nukleären Hormon-Rezeptoren für Geschlechtshormone, 
dem Östrogen (ER)-, Progesteron (PR)- und Androgen (AR)-Rezeptor, anta-
gonistisch interagieren (Hamers et al. 2006). Weiterhin konnte eine Störung des 
Steroidhormon-Systems durch eine Inhibierung der katalytischen Aktivität der Cyp17 
und Cyp19 belegt werden (Canton et al. 2005 und 2006). PBDE-Kongenere hatten 
sich in diesem Zusammenhang auch als reproduktionstoxisch erwiesen (Darnerud et 
al. 2001). Die Enzyme Cyp17 und die Cyp19 sind relevante Enzyme im Steroid-
Metabolismus von Geschlechtshormonen, die Aromatase Cyp19 konvertiert das 
männliche Geschlechtshormon Testosteron zu Östrogen, dem weiblichen 
Geschlechtshormon (Nebert und Dalton 2006). An der physiologischen Stoffwechsel-
Eliminierung der Geschlechtshormone ist wiederum die Cyp3A beteiligt, welche 
durch die ursprünglichen PBDE-Kongenere induziert wurde (Yu et al. 2005). Die 
Cyp3A ist an der Eliminierung der Hormone Östrogen und Testosteron beteiligt und 
bestimmt so deren Serum-Konzentrationen. Eine Interferenz der Umwelt-
Kontaminanten PBDE und deren Metabolite mit den endokrinen Systemen könnte zu 
ernsthaften Gesundheitsschäden führen, denn auch andere Schadstoffe wie die PCB 
können ähnliche Wirkungen verursachen, wobei mögliche Synergismen und/oder 
Potenzierungen der Wirkung durch Mischungen von Schadstoffen weitestgehend 
unbekannt sind. In der Tat konnte vor kurzem gezeigt werde, dass BDE99 die 
zirkulierenden Mengen an Testosteron und Östrogen vermindert (Lilienthal et al. 
2006). 
 
Auch der Zebrabärbling exprimiert ein Homolog des Xenosenors PXR (Bresolin et al. 
2005). Eine Aktivierung durch PBDE-Kongenere und eine Induktion möglicher 
Zielgene konnte jedoch im Rahmen der genom-weiten Genexpressions-Analysen 
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nicht festgestellt werden. Dies könnte aber dadurch bedingt sein, dass die Induktion 
der Expression des Zebrabärblings-Homologs der humanen Cyp3A4, die Cyp3A65, 
durch Dexamethason und Rifampizin, welche auch das humane Homolog Cyp3A4 
induzieren, strikt auf die Leber beschränkt ist (Tseng et al. 2005). Dahingegen wird 
das Zebrabärblings-Homolog der Cyp1A1 in einer Vielzahl verschiedener Gewebe 
nach TCDD-Inkubation exprimiert, wie z.B. in der Leber, Niere, Gefäßen etc. 
(Andreasen et al. 2002). Im Falle einer Aktivierung des PXR im Zebrabärbling könnte 
eine mögliche differentielle Regulation von Zielgenen wie der Cyp3A65 so 
möglicherweise im Rahmen der Microarray-Analysen nicht detektierbar gewesen 
sein. Die Relevanz der humanen Cyp3A4 für den Fremdstoffwechsel ist bekannt, sie 
ist an 50 % der Biotransformation aller Pharmaka beteiligt und ist darüber hinaus am 
Metabolismus von Steroidhormonen (z.B. Östradiol) involviert (Nelson 1999; Yu et al. 
2005). Eine Übertragung der Ergebnisse auf den Menschen steht allerdings noch 
aus. Versuche mit den humanen HepG2-Hepatozyten hatten aufgrund der 
mangelnden chemischen CAR- und PXR-Aktivierung (Daten nicht gezeigt) zu keinen 
Ergebnissen geführt. Dieser Nachteil der etablierten Zellkultur im Vergleich zu 
primären Hepatozyten ist in der Literatur beschrieben (Guillouzu et al. 2007; Hewitt et 
al. 2007). Weitere potentielle BDE47-Zielgene werden im Zusammenhang mit den 
differentiellen Regulationen in den Zebrabärblings-Embryonen teilweise als 
Überschneidungen der Effekte in beiden Spezies diskutiert. 
 
 
4.2.2  Neue Gen-Kandidaten der BDE47-Entwicklungstoxizität im Zebra-
bärbling und gemeinsame differentielle Gen-Regulationen mit den 
5L-Hepatomzellen 
In Embryonen des Zebrabärblings führten BDE47 und auch BDE47hg zu einer 
morphologischen Deformation, die sich in einer starken dorsalen Krümmung des 
Schwanzes und einer Beeinträchtigung der Schwimmblasen-Inflation manifestierte. 
Dieses Phänomen konnte in der Tat auch von einer anderen Arbeitsgruppe für 
BDE47 beobachtet werden (Lema et al. 2007). Dieser morphologische Defekt 
unterscheidet sich deutlich von der für TCDD beschriebenen Toxizität auf die 
Entwicklung der Embryonen zu frühen Inkubationszeitpunkten (4-24 hpf). Zu einem 
späten Zeitpunkt (96-120 hpf) hatten TCDD und TBDF keine erkennbaren 
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morphologischen Effekte, die in irgendeiner Weise mit den durch BDE47 
verursachten Effekten vergleichbar wären. In der Studie von Lema und Kollegen 
(2007) war als eine mögliche Ursache ein verminderter Fluss der zerebrospinalen 
Flüssigkeit im Bereich des Hinterhirn beschrieben, wodurch die Gehirn-Entwicklung 
beeinträchtigt werden kann (Miyan et al. 2006). Interessanterweise wurde bei der 
Untersuchung von Gehirn-Mutanten des Zebrabärblings die Mutante turned on mit 
einem dem für BDE47 beobachteten ähnlichen nach dorsal gekrümmten 
morphologischen Schwanz beschrieben. Die turned on-Mutante hatte ebenfalls 
Probleme in der Hinterhirn-Entwicklung, ein Gen wurde jedoch noch nicht identifiziert 
(Schier et al. 1996).  
 
Durch die genomweite Analyse der Genexpression nach BDE47-Inkubation konnte 
eine Reihe potentieller Gen-Kandidaten identifiziert werden, welche Einblick in die 
Mechanismen im Zusammenhang mit den beobachteten morphologischen Effekten 
geben können. BDE47hg steigerte die Expression der Gene RevErbβ (Reverbb1) und 
des Transkriptionsfaktors Hoxa2, während die Expression des transkriptionellen  
Repressors Hairy/enhancer of split (Her9) vermindert war. Die nukleären Rezeptoren 
RevErbβ und Her9 haben beide eine grundlegende Funktion in der neuronalen 
Entwicklung bei Maus und Zebrabärbling (Chomez et al. 2000; Bae et al. 2005, 
Ramakrishnan and Muscat, 2006). Eine Störung der Balance in deren Expression 
könnte so zu den beobachteten Effekten beitragen. In allen untersuchten Spezies 
war die gesteigerte Expression des RevErbβ-Homologs in den 5L-Ratten-
Hepatomzellen ebenso durch BDE47hg, aber auch stärker durch BDE47 und TBDF, 
zu beobachten. Der eng mit RevErbβ verwandte nukleäre Rezeptor RevErbα ist in 
die zirkadiane Rhythmik von Zebrabärbling und Säugetieren involviert und wird 
bereits früh in der Entwicklung des Embryos exprimiert (Nishio et al. 2007). In 
RevErbα-Knockout Mäusen kam es zu einer verspäteten Entwicklung des Kleinhirns 
(Chomez et al. 2000). Weiterhin war eine gesteigerte Expression des 
Transkriptionsfaktors Hoxa2 nach BDE47hg Inkubation zu verzeichnen. Im 
Allgemeinen reguliert die Familie der Hoxa-Transkriptionsfaktoren die Morphogenese 
des Skeletts (Santagati et al. 2005; Ellies und Krumlauf 2006). Interessanterweise 
entwickeln Hoxa2-Knockout-Mäuse eine Gaumenspalte (Barrow und Cappechi 
1999), ein teratogener Effekt der auch für TCDD in Mäusen berichtet wurde (Abbott 
et al. 1993).  
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Des Weiteren verminderte BDE47 die Expression der GST in Ratte und Zebrafisch 
gleichermaßen. Der GST wird eine protektive Rolle im Schutz der Zelle vor 
oxidativem Stress und eine Beteiligung an Neuro-degenerativen Erkrankungen, z.B. 
Morbus Parkinson, zugeschrieben (Hayes et al. 2005; Smeyne et al. 2007). BDE47hg 
steigerte zudem die Expression des humanen Cyp2J2-Homologs im Zebrabärbling, 
welches Ähnlichkeit mit der in 5L-Hepatomzellen der Ratte durch BDE47hg 
induzierten Cyp2F2 bzw. Cyp2F4 aufweist, die Sequenzhomologie auf 
Nukleotidebene betrug 60 % (eigene Recherche, Daten nicht gezeigt). Auch hier 
wurde die Expression der Cyp2F2, wie zuvor für RevErbβ beobachtet, wesentlich 
stärker durch das verunreinigte BDE47 und die Kontaminante TBDF alleine induziert, 
während die Zebrabärblings-Homologe Cyp2J2 und RevErbβ strikt durch das 
hochgereinigte BDE47hg differentiell reguliert wurden. Die Cyp2J2 ist ein äußerst 
interessanter Gen-Kandidat im Zusammenhang mit den Mechanismen der 
morphologischen Deformation der Embryonen nach BDE47hg (und BDE47)-
Inkubation. Allerdings konnte keine differentielle Regulation der Cyp2J2 durch das 
verunreinigte BDE47 detektiert werden. In der Literatur wurden 
konzentrationsabhängige morphologische Defekte, u.a. erkennbar an einem 
abnormal dorsal gekrümmten Schwanz, nach der Überexpression durch Injektion der 
Cyp2J1-cDNA in den Embryonen berichtet (Wang et al. 2007). Diese 
morphologischen Effekte, welche letztlich auch zum Tod der Cyp2J1-cDNA-
injizierten Embryonen führten, wurden jedoch vor 72 hpf beobachtet. Dahingegen 
wurde die Induktion der Cyp2J2 in den Microarray-Analysen dieser Arbeit nach 
Inkubation mit BDE47 nach einem späteren Zeitpunkt (96-120 hpf) beobachtet. 
Weitere Untersuchungen sind an dieser Stelle notwendig. Zudem wurden bei der 
Überexpression hohe cDNA-Konzentrationen verwendet, die durch die Inkubation mit 
Chemikalien wohl kaum zu erreichen ist. Die Cyp2J1 und Cy2J2 des Zebrabärblings 
sind beide Homologe der humanen Cyp2J2, mit 51 % bzw. 46 % Sequenzhomologie 
auf Nukleotidebene. Die Relevanz der humanen Cyp2J2 liegt in der Funktion als 
Epoxygenase, welche die Metabolisierung der Arachidonsäure zu Epoxy-
Eikosatriensäure (EET) katalysiert (Zeldin 2001). Diese EET fungieren als parakrine 
und autokrine Mediatoren im Herz-Kreislaufsystem und in der Niere (Spector und 
Norris 2007). Kürzlich wurde berichtet, dass die Expression der Cyp2J2 in Tumoren 
und Metastasen hochreguliert ist (Jiang et al. 2005). 
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4.3  PBDE-Kongenere haben antagonistische Effekte auf die 
Wirkung klassischer AhR-Agonisten wie TCDD und TBDF 
Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass die getesteten PBDE-Kongenere 
BDE47, BDE99, BDE153 und BDE209 keine AhR-Agonisten und Induktoren der 
Cyp1A1 sowie weiterer klassischer Zielgene sind. Interessanterweise war ein 
signifikanter Unterschied der maximalen Cyp1A1-Induktion durch das verunreinigte 
BDE47 im Vergleich mit der durch die Kontaminante TBDF erreichten maximalen 
Induktion in den 5L-Zellen zu beobachten. Das verunreinigte BDE47 bewirkte bei 
einer Konzentration von 10 µM die Steigerung der Cyp1A1-Transkriptmenge auf das 
243 (±57) fache der Kontrolle, dahingegen führte TBDF zu einer Steigerung um das 
1098 (±259) fache bei einer Konzentration von 1 nM gegenüber der Kontrolle. Über 
diese Beobachtung hinaus war auch eine Unterdrückung der basal in der Zelle 
vorhandenen Cyp1A1-Transkriptmenge und Proteinmenge nach Inkubation mit dem 
hochgereinigten BDE47hg zu verzeichnen. Die Reduktion der Cyp1A1-Transkript-
menge auf das 0,17 (±0,1) fache gegenüber der Kontrolle war signifikant, aber nicht 
für die restlichen PBDE-Kongenere zu beobachten. Auch in primären Ratten-
Hepatozyten hatten die PBDE-Kongenere keinen agonistischen Einfluss auf die 
Expression der Cyp1A1. Doch BDE47hg zeigte auch hier einen signifikanten 
antagonistischen Einfluss auf die basale Expression der Cyp1A1, die Expression 
wurde auf eine residuale Expression von 77 (± 0,07) % gegenüber der Kontrolle 
unterdrückt. 
 
Nach Feststellen der Hemmung der basalen Cyp1A1-Transkription war es fraglich, 
ob auch die durch TBDF- bzw. TCDD-induzierte Cyp1A1-Expression durch BDE47hg 
vermindert würde. In der Tat führte die gleichzeitige Inkubation von TBDF (10 und 
100 pM) bzw. TCDD (1 und 10 pM) mit den PBDE-Kongeneren BDE47hg und BDE99 
zu einer signifikanten Reduktionen der Cyp1A1-Transkriptmenge (Daten nicht 
gezeigt) und -Proteinmenge bei hohen Konzentrationen (10 µM) im Vergleich zu der 
durch allein TBDF und TCDD induzierten Cyp1A1-Menge. Die Ko-Inkubation von 
10 pM TBDF und 10 µM BDE47hg führte sogar zu einer signifikanten Reduktion der 
Cyp1A1-Proteinmenge unter die basale Expression in der unbehandelten Kontrolle, 
wie auch für die Inkubation mit derselben Konzentration BDE47hg allein beobachtet. 
Dagegen hatte BDE153 nur eine schwache, statistisch nicht mehr signifikante 
Reduktion zur Folge. Das vollständig Brom-substituierte BDE209 hatte letztlich 
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keinen antagonistischen Effekt mehr. Diese Daten stimmen mit dem 
antagonistischen Verhalten der PBDE-Kongenere überein, wie anhand von 
Untersuchungsreihen mit AhR-Reportergen-Assays in der Literatur berichtet wurde 
(Hamers et al. 2006). Auch Chen und Bunce (2003) konnten einen inhibierenden 
Effekt des BDE47 auf Cyp1A1-Proteinebene beobachten. Bisher wurde ein 
antagonistischer Effekt der PBDE-Kongenere BDE47, BDE99 und BDE153 auf der 
Ebene der TCDD-induzierten Cyp1A1-Aktivität gemessen mit dem EROD-Assay 
detektiert, etwa in Hepatozyten der Maus, humanen HepG2- und MCF-7-Zellen, 
sowie in primären Hepatozyten des Karpfens und von Langschwanzmakaken (Peters 
et al. 2004, 2006 A und B; Kuiper et al. 2006). Der beobachtete Antagonismus trat in 
den Studien mit primären Hepatozyten des Karpfens schon bei einer Konzentration 
der PBDE-Kongenere (BDE47, BDE99 und BDE153) von 0,25 µM und einer TCDD-
Konzentration von 10-100 pM, auf (Kuiper et al. 2004). Diese antagonistischen 
Effekte traten in diesen Versuchen aber nur dann auf, wenn die PBDE-Kongenere 
zeitgleich mit TCDD inkubiert wurden, eine PBDE-Inkubation nach TCDD-
Vorinkubation hatte keine Inhibierung mehr zur Folge. Die Applikation unmittelbar vor 
Messung der EROD-Aktivität hatte ebenso keinen Effekt, so dass eine katalytische 
Inhibierung des Assays ausgeschlossen werden konnte. Dies unterstreichend konnte 
vor kurzem in der Literatur nachgewiesen werden, dass der AhR nach Bindung eines 
Liganden in einem aktivierten Zustand ist, aus dem der Ligand nicht mehr 
dissozieren kann (Bohononwych und Denison 2007). Weiterhin trat durch die Ko-
Inkubation von PBDE-Kongeneren mit dem AhR Agonisten TBDF (100 pM) keine 
Translokation des endogenen AhR in den Zellkern auf, wie Westernblot-Analysen 
von Kernextrakten zeigen (Daten nicht gezeigt). Ebenso war auch keine 
Translokation des AhRs nach alleiniger Inkubation mit PBDE-Kongeneren (BDE47, 
BDE99, BDE153 und BDE209) in 5L-Zellen zu beobachten. Der Antagonismus der 
PBDE-Kongenere könnte sich folglich auf Rezeptorebene ereignen, wobei direkt 
Liganden-Bindungsstudien noch ausstehen. Die Aufklärung des antagonistischen 
Effektes dieser Ergebnisse tragen zu einem besseren Verständnis der PBDE-
Wirkung bei, stehen aber im Kontrast zu einigen bisherigen Erkenntnissen aus der 
Literatur. So berichteten Peters und Kollegen (2006 A), dass der AhR nach BDE99-
Inkubation in einem Chromatinimmunopräzipitations (CHIP)-Assay ebenso am 
Promotor des Zielgens Cyp1A1 in HepG2-Zellen detektierbar war, wie nach TCDD-
Inkubation allein bzw. nach Ko-Inkubation von BDE99 und TCDD. Die Präsenz des 
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AhRs am Cyp1A1-Promotor würde jedoch eine Translokation des AhRs durch 
BDE99 voraussetzen, was im Rahmen der in dieser Arbeit durchgeführten Studien 
nicht festzustellen war.  
 
Um die Frage nach der physiologischen Relevanz des beobachteten AhR-
Antagonismus durch PBDE-Kongenere zu erörtern, wurden eventuelle Effekte auf 
die Zellzyklus-Verteilung von 5L- und BP8-Zellen untersucht. Eine AhR-abhängige 
Deregulation des Zellzyklus durch TCDD ist in 5L-Zellen beschrieben (Kolluri et al. 
1999) und konnte ebenso in vivo beobachtet werden, wo TCDD zu einer verzögerten 
Leber-Regeneration nach partieller Hepatektomie in Ratten führte (Mitchell et al. 
2006). Auch in den eigenen Versuchen war eine AhR-abhängige Deregulation der 
Zellzyklus-Progression proliferierender 5L-Zellen durch TCDD, TBDF und das 
verunreinigte BDE47, erkennbar an einem Arrest der Zellen in der G1-Phase, zu 
beobachten. Der zuvor beobachtete Antagonismus der basalen Cyp1A1-Expression 
auf mRNA- (Daten nicht gezeigt) und Protein-Ebene durch PBDE-Kongenere war 
nicht mit einer Änderung der physiologischen Verteilung des Zellzyklus korreliert, es 
waren keine Abweichungen der prozentualen Verteilung der Zellen auf die 
Zellzyklus-Phasen im Vergleich zur Kontrolle nach PBDE-Inkubation zu beobachten. 
Eine Rolle des AhRs in der Regulation des Zellzyklus ist bekannt (Puga et al. 2002), 
und eine Inhibierung der endogenen Funktion des AhR könnte Konsequenzen 
haben, doch auch in anderen Experimenten hatte die Inkubation von 5L-Zellen mit 
bekannten AhR-Antagonisten, wie 3´Methoxy-4´-Nitroflavon (3Me4NF), keinen 
Einfluss auf die prozentuale Verteilung der Zellen auf die Zellzyklus-Phasen (Elferink 
2003). Korrespondierend hatte BDE47hg alleine auch keinen signifikanten Einfluss 
auf die Proliferation und die basale Expression der Zellzyklus-Inhibitoren p27Kip1 und 
p21Cip1 sowie des Cyclin A2. Interessanterweise verminderte aber die Ko-Inkubation 
von PBDE-Kongeneren mit TBDF bzw. TCDD den inhibitorischen Einfluss von TCDD 
und TBDF alleine auf die Progression des Zellzyklus. Die PBDE-Kongenere BDE47 
und BDE99 konnten den durch TBDF- bzw. TCDD-induzierten G1-Phasenarrest bei 
Konzentrationen zwischen 1-10 µM partiell aufheben (Daten nicht gezeigt); dieselben 
Konzentrationen hatten auch den beschriebenen Antagonismus der TCDD- und 
TBDF-induzierten Cyp1A1-Menge zur Folge. Der beobachtete Antagonismus 
ereignete sich bei PBDE-Konzentrationen (1-10 µM), die denen bekannter AhR 
Antagonisten wie 3Me4NF entsprechen, so konnte der Zellzyklus-Arrest in 5L-Zellen 
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nach Inkubation mit 150 pM TCDD (75 % der Zellen in der G1-Phase) durch die Ko-
Inkubation mit 1 µM 3Me4NF im Vergleich zur Kontrolle (50 % der Zellen in der G1 
Phase) aufgehoben werden (Elferink 2003). Auch in eigenen Versuchen konnte 
BDE47hg den durch TBDF induzierten G1-Arrest teilweise aufheben (Daten nicht 
gezeigt), korrespondierend war auch eine Verminderung der TBDF-induzierten 
p27Kip1-Expression durch Ko-Inkubation mit BDE47hg zu beobachten (Daten nicht 
gezeigt). Eine Übertragung dieser Ergebnisse auf In vivo-Bedingungen könnte 
Aufschluss über mögliche Konsequenzen der Belastung mit PBDE-Kongeneren für 
toxische Endpunkte geben, etwa die Störung der Leberregeneration. Die 
Regeneration der Leber ist ein wichtiger, komplex koordinierter physiologischer 
Prozess und kürzlich konnte die Beteiligung von nukleären Rezeptoren, darunter 
auch CAR, nachgewiesen werden (Huang et al. 2006).  
 
Von technischer Bedeutung könnten die antagonistischen Effekte der PBDE-
Kongenere bezüglich der Dioxin-induzierten EROD-Aktivität sein, da diese Aktivität 
als Maß der TCDD-Exposition dient und eine Interferenz (wie durch Antagonismus) 
zu einer Unterbestimmung der toxischen Dioxin-Äquivalente führen könnte (Kuiper et 
al. 2004). Erschwerend kommt hinzu, dass auch andere Umwelt-Kontaminanten wie 
einzelne PCB-Kongenere antagonistisch mit der Cyp1A1-Aktivität interferieren, z.B. 
PCB126 (IC50 = 0,2 µM) und PCB153 (IC50 = 32 µM), so dass eine mögliche 
Unterbestimmung der Dioxin-Äquivalente denkbar ist. In Embryonen des Zebra-
bärblings konnte kein Antagonismus von BDE47hg auf die basale Expression der 
Cyp1A1, wohl aber eine verminderte Expression der Gstp1 festgestellt werden. Ein 
AhR-Antagonismus und eine Interferenz mit physiologischen Prozessen während der 
Entwicklung durch PBDE-Kongenere könnten toxische Effekte zur Folge haben. 
Interessanterweise führte die AhR2-Depletion mittels Morpholino (MO)-Technologie, 
bei der die Translation der endogenen mRNA des MO-Zielgens durch eine 
modifizierte cDNA inhibiert wird, auch nicht zur Unterdrückung der basalen Cyp1A1-
Aktivität (Prasch et al. 2004). Der AhR2 wurde bereits als Mediator der TCDD-
Toxizität im Zebrabärbling identifiziert und die AhR2-Depletion durch MO kann in 
TCDD-behandelten Embryonen eine Reihe TCDD-typische Effekte, z.B. die Ödem-
Bildung und die Fehlbildung des Herzens, verhindern (Prasch et al. 2003; Carney et 
al. 2006; Antkiewicz et al. 2006). Eine mögliche Erklärung für das Ausbleiben von 
Effekten nach AhR2-Depletion wäre, dass diese Depletion mittels Morpholino-
Diskussion 
129 
Technologie nur von transienter Natur ist. Die MO-Injektion erfolgt einmalig und im 
Laufe der Entwicklung wird die MO-Konzentration durch Wachstum und Teilung der 
Zellen verdünnt, so dass bis zu dem späten Zeitpunkt (nach 120 hpf) der eigenen 
Beobachtungen des morphologischen Defektes die MO-Konzentration nicht mehr 
effektiv sein dürfte (Ankiewicz et al. 2006). Jedenfalls zeigen AhR-Null-Mäuse, 
welche keinen AhR mehr exprimieren, konservierte Veränderungen und Phänotypen, 
was die endogene und physiologische Rolle des AhRs in der Entwicklung 
unterstreicht. So entwickeln diese AhR-Null-Mäuse einen hepatischen Phänotyp, 
erkennbar an einem verringerten Lebergewicht und verringerter Lebergröße, portaler 
Fibrose und früher Lipid-Akkumulation. Des Weiteren wurden Perfusions-Störungen 
in der sich entwickelnden Leber und eine Leber-Nekrose in Abwesenheit des AhR 
beschrieben (Fernandez-Salguero et al. 1996; Schmidt und Bradfield 1996). Auch die 
Genexpressions-Profile von Wildtyp-Mäusen und AhR-Null-Mäusen unterschieden 
sich deutlich voneinander, insgesamt 392 Gene waren untereinander differentiell 
reguliert (Tijet et al. 2006). In dieser Studie war die Expression der Cyp1A1 in AhR-
Null-Mäusen gegenüber den Wildtyp-Mäusen vermindert, was die vorliegenden 
Experimente weiter bestätigt. Mögliche Effekte in Form einer potentiellen 
Entwicklungsstörung durch AhR-Antagonisten bleiben offen. 
 
4.4  TBDF als Schuldige – Einfluss auf die Proliferation und 
Induktion neuer AhR-Zielgene 
In den Experimenten dieser Arbeit hatten das verunreinigte BDE47 und die 
Kontaminante TBDF eine eindeutig dioxinartige Wirkung. TBDF führte zur 
differentiellen Regulation von AhR-Zielgenen und zu einer Deregulation des 
Zellzyklus in 5L-Hepatomzellen der Ratte. Die Transkriptmengen typischer AhR-
Zielgene waren deutlich erhöht, die von Phase I- und Phase II-Enzymen des 
Fremdstoffmetabolismus, z.B. die Cytochrom-P450-Monooxygenase 1B1 (Cyp1B1), 
Glutathion-S-Transferase (Gst2A), Aldehyd-Dehydrogenasen (Aldh1 und 3), UDP-
Gykosyl-Transferase (Ugt1A6) und NADPH-Chinon-Dehydrogenase (Nqo1). Diese 
Regulationen sind bereits für TCDD in der Literatur beschrieben (Nebert et al. 2000; 
Puga et al. 2000; Bock und Köhle 2006). In Microarray-Analysen wurde die 
differentielle Regulation dieser Gene und deren Homologe ebenfalls in der Maus 
in vivo nach TCDD-Exposition beobachtet (Vezina et al. 2004; Fletcher et al. 2005; 
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Boverhof et al. 2006; Tijet et al. 2006). Dahingegen verursachte das BDE47hg ein 
weitestgehend von TCDD verschiedenes Gen-Expressions Muster. Bemerkenswert 
ist hier die starke Unterdrückung der basalen Cyp1A1- und Gst2A-Expression 
gegenüber der Kontrolle durch BDE47hg, wie bereits im Kapitel zuvor diskutiert. 
Zusammenfassend betrachtet, führten das verunreinigte BDE47 und TBDF zur 
differentiellen Regulation von AhR-Zielgenen, welche funktionelle xenobiotische- 
bzw. Dioxin-responsive Elemente in ihren Promotorregionen haben und der AhR-
Gen-Batterie zuzuordnen sind (Nebert et al. 2000; Bock und Köhle 2006).  
 
Das verunreinigte BDE47 und die Kontaminante TBDF induzierten die Expression 
Zellzyklus-relevanter Gene, etwa die der beiden CDK-Inhibitoren p21Cip1 (Cdkn1a) 
und p27Kip1 (Cdkn1b), deren Expression ebenfalls für TCDD berichtet ist (Bock und 
Köhle 2006). Darüber hinaus führten BDE47 und TBDF neben der Induktion der 
Zellzyklus-Inhibitoren p21Cip1 und p27Kip1 auch zur differentiellen Regulation weiterer 
Zellzyklus-relevanter Gene, welche am Übergang von der G1-Phase zur S-Phase 
beteiligt sind. So war eine Verminderung der Expression des Cyclin A2 (Ccna2) zu 
verzeichnen. Die differentielle Regulation von p27Kip1 und Cyclin A2 konnte zudem 
auf mRNA- und Protein-Ebene verifiziert werden. Interessanterweise waren die 
Verminderungen der Expression von Cyclin A2 und Cyclin B1 (Ccnb1) sowie des 
durch DNA-Schäden induzierbaren Gadd45α (Growth and DNA-damage inducible) 
durch BDE47 und BDE47hg gleichermaßen reguliert. Weiterhin waren die 
Transkriptmengen einiger an der DNA-Reparatur beteiligter Gene, darunter das 
Breast Cancer Resistance Protein 1 und 2 (Brca1 und Brca2) und das Rad51-
Homolog (Rad51) durch BDE47 und BDE47hg vermindert. Die Expression von Brca1 
ist in Tumoren der weiblichen Brust vermindert und vor kurzem konnte gezeigt 
werden, dass die physiologische Brca1-Expression durch den Östrogen-Rezeptor 
reguliert wird und darüber hinaus den AhR als Ko-Faktor benötigt (Hockings et al. 
2006). Dies könnte die gemeinsame differentielle Regulation von Brca1 und Brca2 
durch BDE47hg und TBDF erklären, in der genannten Studie führten der AhR-
Antagonisten 3Me4NF und TCDD ebenso zur verminderten Brca1-Expression, die 
Autoren schlussfolgerten hieraus die Beteiligung des AhR ohne einen gebundenen 
Liganden an der Regulation. Höchst interessant ist in diesem Zusammenhang auch 
die Induktion des Single-minded 2 (Sim2), einem Mitglied der bHLH-PAS-Familie, 
durch BDE7 und TBDF gleichermaßen, BDE47hg hatte hier keine signifikante 
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Induktion in der qPCR-Verifizierung ergeben. Sim2 wird in der kritischen Region des 
im Down-Syndrom triplizierten Chromosoms 21 exprimiert und mit der mentalen 
Etiologie in Verbindung gebracht, zudem konnte eine supressive Wirkung des Sim2 
auf Brust-Tumore belegt werden (Kwak et al. 2006). 
 
Eine weitere funktionelle Gruppe von Genen wurde differentiell reguliert, deren 
Produkte an der Freisetzung der Arachidonsäure aus den Phospholipiden der 
Zellmembran und deren Metabolismus beteiligt sind. Die wichtigsten durch BDE47 
und TBDF induzierten Gene sind hier die Phosholipase A2 (Pla2G2A), welche die 
Arachidonsäure aus Membranlipiden freisetzt, sowie die für die weitere Meta-
bolisierung verantwortliche Prostaglandin Endoperoxid Synthase 2 (Ptgs2), besser 
als Cyclooxygenase 2 (Cox2) bekannt, sowie die Prostaglandin E Synthase (Ptges). 
TCDD führte auch in einer genomweiten Analyse der Gen-Expression in vivo zur 
Induktion der Pla2 (Tijet et al. 2006). Die Cox2 ist ebenfalls ein AhR-Zielgen (Wolfle 
et al. 2000) und die Freisetzung der Arachidonsäure durch die kommerzielle Mixtur 
DE-71 konnte in primären Zellen des Ratten-Kleinhirns nachgewiesen werden 
(Kodavanti und Derr-Yellin 2002). In den vorliegenden Experimenten konnte keine 
Induktion der Pla2 und Cox2 durch BDE47hg festgestellt werden, doch eine 
Kontamination mit TBDF oder Ähnlichem der verwendeten Mixtur in der oben 
genannten Literatur-Arbeit ist denkbar, da keine Daten zur chemischen Aufreinigung 
oder zur biologischen Aktivität (z.B. EROD-Induktion) vorliegen. Physiologisch 
betrachtet könnte die Induktion der Phospholipase A2 zur Freisetzung der 
Arachidonsäure aus dem Membranlipid-Pool der Zelle und dann zur Cox2-
vermittelten Metabolisierung zu parakrinen Mediatoren wie Prostaglandin, Prostzyklin 
und Thromboxan bzw. zur Entstehung von Leukotrienen durch den Lipoxygenase-
Weg führen. Diese Botenstoffe wirken als lokale Schmerz-Botenstoffe (z.B. 
Prostaglandine) und sind an der Hämostase (z.B. Thromboxane) beteiligt (Klinke und 
Silbernagl 2005). Ein weiterer Weg der Arachidonsäure-Metabolisierung findet durch 
Expoxygenasen statt und führt zur Entstehung von Epoxyeikosatrien-Säure (EET) in 
der Zelle, welche ebenfalls eine Funktion in Entzündungsprozessen und der 
Blutgerinnung haben (Zeldin 2001). Interessanterweise konnte die Induktion der 
Cyp2F2 bzw. Cyp2F4, möglichen Homologen der humanen Epoxygenase Cyp2J2, in 
5L-Zellen durch BDE47 und TBDF, aber auch durch BDE47hg, beobachtet werden. 
EET und ihre Metabolite spielen eine Rolle im Bluthochdruck (Spector und Norris 
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2007). Wie bereits in Kapitel 4.2.2 diskutiert, stellt die Regulation der Cyp2F2 
potentiell eine Überschneidung mit der von BDE47hg verursachten Wirkung in den 
Zebrabärblings-Embryonen dar. 
 
Die Regulation des Zellzyklus und der Proliferation durch den endogenen AhR im 
physiologischen Kontext und eine mögliche Deregulation durch Xenobiotika wie 
TCDD sind beschrieben (Nebert et al. 2000; Marlowe und Puga 2005). So führte 
TCDD AhR-abhängig zu einem G1-Phasenarrest des Zellzyklus in proliferierenden 
5L-Zellen (Kolluri et al. 1999), aber andererseits zur Steigerung der Proliferation und 
der DNA-Neusynthese in konfluenten, Kontakt-inhibierten WB-F344 Zellen (Weiss et 
al. 2007). Eigene Vorversuche hatten einen Rückgang der Wachstumsrate nach 
BDE47-Behandlung exklusiv in den 5L-Zellen gezeigt. Auch die Kontaminante TBDF 
und die Referenzsubstanz TCDD führten zu einem Rückgang der Wachstumsrate 
von 5L-Zellen, erkennbar an einer deutlich verminderten Zellzahl und einem 
Rückgang der Proliferation. In den AhR-defizienten BP8-Zellen war keine 
Beeinträchtigung der Proliferation durch BDE47, BDE47hg, TBDF und TCDD zu 
beobachten. Eine geringere Zellzahl kann aus dem Absterben der Zellen infolge 
zytotoxischer Effekte resultieren, es konnte jedoch keine Beeinträchtigung der 
Stoffwechselaktivität und der Membranintegrität festgestellt werden, die hierauf 
deuten würde. Weiterhin wurden mögliche apoptotische Effekte ausgeschlossen, die 
Analyse PI/FITC-AnnexinV gefärbter Zellen auf apoptotische Effekte nach Inkubation 
mit BDE47, BDE47hg, TBDF und TCDD im Durchflusszytometer konnten keine 
gesteigerten Nekrose- oder Apoptose-Raten im Vergleich zur Kontrolle detektiert 
werden. Vielmehr führen BDE47 und TBDF in prolifierienden 5L-Hepatom-Zellen zu 
einem Stop der Proliferation durch einen Arrest der Zellen in der G1-Phase des 
Zellzyklus nach 24 h, was die verringerte Zellzahl erklären konnte. Nach Inkubation 
mit 10 µM BDE47 bzw. 1 nM TBDF befinden sich 80,6 (± 2,7) % bzw. 71,3 (± 2,7) % 
der 5L-Zellen in der G1/G0-Phase des Zellzyklus, gegenüber 53,3 (± 2.2) % in der 
Kontrolle. Diese Werte liegen im Bereich der aus der Literatur bekannten 
prozentualen Verteilung von 5L-Zellen auf die Zellzyklus-Phasen (Elferink 2003). Die 
BDE47hg Behandlung hatte mit 53,2 (± 2.7) % der Zellen in der G1-Phase keinen 
Einfluss auf die Zellzyklus-Verteilung. Der zugrunde liegende Mechanismus dieses 
Arrests könnte in der Induktion des AhR-Zielgens p27Kip1 liegen, dessen gesteigerte 
Expression entsprechend auf mRNA- und Protein-Ebene ebenfalls durch BDE47 und 
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TBFD, nicht aber durch BDE47hg detektiert werden konnte. Der Zellzyklus-Inhibitor 
p27Kip1 führt seinerseits zu einer Inhibierung der Cyclin-abhängigen Kinase CDK2, 
wodurch das Tumor-Supressorprotein pRb aktiviert bleibt. Die aktive CDK2 inhibiert 
pRb während der Zellzyklus-Progression, das Tumorsupressor-Protein pRb 
kontrolliert wiederum negativ die Aktivität des Transkriptionsfaktors E2F, welcher die 
transkriptionelle Aktivität von für die Zellzyklus Progression wichtiger Gene reguliert 
(Puga et al. 2000; Nebert et al. 2000). Die Inhibierung der CDK2 durch p27Kip1 und 
p21Cip1 infolge der BDE47 bzw. TBDF-aktivierten AhRs könnte so zu einer be-
stehenden Repression des E2F durch pRb führen, wodurch die Expression für die 
Zellzyklus-Progression relevanter Gene, z.B. CcnA2, ausbleibt. Das Ergebnis ist der 
tatsächlich beobachtete Arrest der 5L-Zellen in der G1-Phase. Auch in Experimenten 
mit Ratten konnte eine Inhibierung der Proliferation von Hepatozyten durch die 
Behandlung mit TCDD belegt werden, nach partieller Hepatektomie war eine 
signifikant geringere Regeneration des Organs verglichen mit der Regeneration in 
Kontroll-Gruppen zu verzeichnen (Mitchell et al. 2006). Die AhR-abhängige Induktion 
von p27Kip1 wurde außerdem in 5L-Zellen und Thymozyten der Maus berichtet 
(Kolluri et al. 1999). Zeitgleich mit dem Arrest der 5L-Zellen in der G1-Phase ist ein 
korrespondierender Rückgang der S-Phase und der G2-Phase zu beobachten. 
Dieser Rückgang der S-Phase konnte durch Bestimmung der DNA-Neusynthese 
(BrdU-Assay) verifiziert werden. Auch hier verringerten BDE47 und TBDF die DNA-
Neusynthese während BDE47hg wie erwartet hier keinen Einfluss zeigte. 
Zusammenfassend betrachtet induzieren die PBDE-Kongenere BDE47hg, BDE99, 
BDE153 und BDE209 per se nicht den AhR-Signalweg und führten zu keinem 
Rückgang der Proliferation. Die beobachteten Effekte lassen sich ausschließlich 
durch die Kontaminante TBDF erklären, deren Relevanz durch ihre Präsenz in 
kommerziellen PBDE-Mixturen und ihrer Entstehung bei Bränden durch große Hitze 
aus den PBDE-Kongeneren selbst gegeben ist (Weber und Kuch 2003). Bromierte 
Dioxine (PBDD) und Furane (PBDF) sind bereits in Umwelt und Mensch präsent und 
verursachen dioxinähnliche Effekte (Birnbaum et al. 2003; Mason et al. 1987). 
Messdaten aus Japan und der Ostsee zeigen Funde von PBDF und PBDD in 
Sedimenten, Muscheln und höheren trophischen Spezies wie dem Kormoran (Choi 
et al. 2003; Watanabe et al. 2004; Malmvarn et al. 2005 A und B; Takigami et al. 
2005). Zudem akkumulieren diese Verbindungen bereits in humaner Muttermilch und 
in Fettgewebe und tragen zur Gesamtbelastung durch Dioxine bei (Choi et al. 2003). 
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4.5  Analysen der Toxizität von PBDE und TBDF in 5L-
Hepatomzellen-Kulturmodell und Zebrabärblings- Embryonen 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse sollen zur Bewertung der 
PBDE als Umweltschadstoffe und einer Einschätzung ihrer Relevanz für Tier und 
Mensch beitragen. Mit den erarbeiteten Ergebnissen und dem Gebrauch von Ratten-
Hepatomzellen und primären Ratten-Hepatozyten lassen sich Effekte auf den 
endogenen und den Fremdstoff-induzierten Metabolismus einschätzen. Die Leber ist 
einer Vielzahl von Umweltschadstoffen, wie z.B. PBDE und Dioxin, ausgesetzt und 
trägt zu deren Biotransformation und Entgiftung bei. So konnten in dieser Arbeit 
durch Analyse der toxikogenomischen Gen-Expressionsprofile ein Einfluss von 
PBDE-Kongeneren (BDE47, BDE99, BDE153) auf die Expression der Fremdstoff-
metabolisierenden Enzyme Cyp1A1 (unterdrückend) sowie der Cyp2B1 und 
Cyp3A1/3 (induzierend) festgestellt werden. Eine Induktion der Cyp1A1 wurde nur 
durch die Kontaminante TBDF festgestellt. Zwar konnte eindeutig gezeigt werden, 
dass PBDE-Kongenere keine AhR-Agonisten sind, folglich nicht dioxin-ähnlich wirken 
und es somit keiner Einordnung in ein Dioxin-Äquivalenz-System bedarf, wie auch 
durch Experten-Gremien der Welt-Gesundheits-Organisation WHO vorgeschlagen 
wurde (van den Berg et al. 2005), doch AhR-unterdrückende bzw. antagonistische 
Effekte und deren Konsequenzen für die Zelle bzw. den Organismus bleiben offen. 
Die WHO-Experten empfehlen in diesem Zusammenhang, polybromierte Furane und 
Dioxin (PBDF und PBDD) weiter zu untersuchen und diese in das Dioxin-Äquivalenz-
System einzubeziehen. 
 
Die physiologische Rolle des AhRs ist bislang nicht vollkommen aufgeklärt, eine 
antagonistische AhR-Wirkung und die Entwicklungs-toxischen Konsequenzen der 
PBDE in Embryonen des Zebrabärblings, möglicherweise erklärbar durch 
Interferenzen mit noch unbekannten physiologischen Mechanismen und AhR-
Funktionen bleibt offen (Oesch-Bartlomowicz et al. 2005). Darüber hinaus sind PBDF 
und in geringerem Ausmaß auch PBDD Begleiter der PBDE (Sanders et al. 2005, 
Peters et al. 2006 B), so dass eine Exposition gegenüber PBDE bei ähnlichem 
Eintrag in die Umwelt und Nahrungskette auch eine Exposition gegenüber z.B. TBDF 
bedeuten könnte. Die Konzentration der bromierten dioxinähnlichen Substanz TBDF 
in der verunreinigten BDE47-Mischung war zwar gering, dafür ist TBDF aber ein 
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hochpotenter AhR-Agonist im Vergleich zu TCDD (der Unterschied in der Potenz von 
TBDF betrug in vorliegenden Versuchen ca. 0,05-0,1 % der TCDD-Wirkung). 
 
Des Weiteren stellt die Induktion der Cyp2B1 und Cyp3A1/3 im Falle einer 
Übertragbarkeit auf den Menschen ein potentielles Risiko dar. In der Tat zeigt eine 
Studie die Aktivierung des humanen PXR-Homologs des Menschen, dem 
xenobiotischen Rezeptor und transkriptionellen Regulators des humanen Cyp3A4-
Homologs, durch die PBDE-Kongenere BDE47 und BDE99 (Pacyniak et al. 2007). 
Die Relevanz für den Menschen liegt in der physiologischen Funktion der Cyp3A4 im 
Stoffwechsel z.B. von Geschlechts-Hormonen, mögliche Interferenzen könnten bei 
gegebener Exposition schädliche Wirkung für den Menschen haben. Weiterhin 
könnte die Aktivierung dieses xenobiotischen Rezeptors und der Induktion von 
Cyp2B und Cyp3A die im Tierversuch beobachtete Metabolisierung von PBDE-
Kongeneren erklären. Diese Entstehung hydroxylierter PBDE-Metabolite und ihre 
Wirkung auf das endokrine System (Schilddrüsenhormon-System, Östrogen-System) 
ist beschrieben. PBDE-Kongenere würden somit ihren eigenen Metabolismus 
induzieren und zu der in Experimenten mit Ratten und Mäusen beobachteten 
endokrinen Disruption und Toxizität beitragen. Durch den parallelen Gebrauch der 
etablierten Hepatom-Zellkultur und der primären Ratten-Hepatozyten konnte diese 
Regulation der Cyp2B1 und Cyp3A1/3 durch PBDE identifizieren. Die anfängliche 
Entdeckung der Cyp3A-Induktion durch BDE47hg in toxikogenomischen Analysen in 
den 5L-Hepatomzellen spricht für den Gebrauch dieser Zellen als „Hepatozyten 
in vitro-Modell“, da solche komplexen metabolischen und xenobiotischen 
Stoffwechsel-prozesse ansonsten in der Zellkultur verglichen mit Primärzellen nicht 
detektierbar sind (Hewitt et al. 2007). Des Weiteren konnten die gefundenen 
differentiellen Gen-Regulationen bereits auch in der Maus in vivo zu großen Teilen 
beobachtet werden (Tijet et al. 2006). Dagegen konnte die humanen HepG2-
Hepatomzellen aufgrund geringer chemischer Induzierbarkeit der beschrieben 
Fremdstoff-relevanten Cyp2B- und Cyp3A-Stoffwechselwege (Wilkening et al. 2003) 
nicht zur Extrapolation der gewonnenen Daten auf den Menschen herangezogen 
werden, weitere Experimente für diese Übertragung stehen noch aus.  
 
Die Experimente mit Embryonen des Zebrabärblings (Danio rerio) ermöglichten 
zudem die Untersuchung von Entwicklungs- und Embryotoxizität zu frühen Stadien 
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der Entwicklung. In Zebrabärblings-Embryonen konnten für diverse toxische Stoffe 
hoch-spezifische toxikogenomische Gen-Expressionsmuster und -Profile zugeordnet 
werden, die sogar in Toxin-Mischungen und bei sehr geringen Konzentrationen 
detektierbar sind (Yang et al. 2007). Toxische Effekte von Chemikalien auf die 
embryonale Entwicklung können so in Embryonen des Zebrabärblings abgeschätzt 
werden, und anhand der Analyse toxikogenomischer Profile mögliche molekulare 
Mechanismen vorhergesagt werden. Dieser Ansatz der Toxikogenomik ergänzt die 
traditionelle Vorgehensweise der Chemikalien-Bewertung im so genannten „Danio 
rerio Embryo Toxicity Test“ (DarT)-Verfahren, bei dem die Embryo-Toxizität nach 
48 h Inkubation anhand morphologischer Parameter beurteilt wird (Nagel 2002). 
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5. Anhang 
 
In diesem Teil der Arbeit sind zusätzliche Experimente dargestellt, auf die im Text 
des Kapitels 3. Ergebnisse verwiesen wird. Die Erklärung und Deutung der 
Experimente ist an den gegebenen Stellen im Text eingebunden. 
 
A)      B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.1: TCDD und βNF induzieren CYP1A1 Protein in 5L (AhR+) Zellen. (A) TCDD 
wurde in logarithmisch steigenden Konzentrationen (log M) für 24 h in 5L (AhR+) Zellen 
inkubiert (10 fM -10 nM), die Kontrolle ist ganz rechts dargestellt. (B) βNF wurde ebenfalls in 
logarithmisch steigenden Konzentrationen für 24 h in 5L (AhR+) Zellen inkubiert 
(1 pM -10 µM) für 24h inkubiert. In (A) und (B) wurden die Total-Zellextrakte (20 µg) mittels 
SDS-PAGE und Westernblot aufgetrennt und die Proteine AhR, CYP1A1 und PCNA mit 
spezifischen Antikörpern immundetektiert. PCNA diente als Ladkontrolle. Die dargestellten 
Westernblots sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.2: BDE99, BDE153 und BDE209 induzieren nicht die Cyp1A1-Expression in 
primären Ratten-Hepatozyten. TBDF (1 nM), BDE99, BDE153 und BDE209 (PBDE-
Kongenere 10 µM) wurden für 72 h in Primären Ratten-Hepatozyten inkubiert. Die Induktion 
der Cyp1A1 mRNA ist als x-fache Steigerung der Expression gegenüber der Kontrolle 
dargestellt und auf β-Aktin normalisiert. Die dargestellte Ergebnisse stammen aus drei 
unabhängigen Experimenten, statistisch signifikante Änderungen sind durch Sterne indiziert 
(T-Test, *** p-value ≤ 0,001), nicht signifikante Änderungen durch eine Raute. 
Cyp1A1 
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Abb. 5.3: BDE99, BDE153 und BDE209 induzieren nicht die Expression von AhR-
Zielgenen in 5L (AhR+) Zellen. BDE99, BDE153 und BDE209 (10 µM) wurden für 24 h in 
5L (AhR+) Zellen inkubiert. Details können der Abb. 3.18 entnommen werden. Die 
dargestellten Ergebnisse sind auf die Kontrolle bezogen und auf die Expression von β-Aktin 
innerhalb jeder Probe normalisiert. Die Mediane und Standardabweichungen repräsentieren 
drei bis fünf unabhängige Experimente. Statistisch signifikante Änderungen der Expression 
sind durch Sterne gekennzeichnet (T-Test,  *** p-value ≤ 0,005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.4: BDE99, BDE153 und BDE209 induzieren COX2 und p27Kip1 nicht auf 
Proteinebene in 5L (AhR+) Zellen. BDE99, BDE153 und BDE209 (10 µM) wurden für 24 h 
in 5L (AhR+) Zellen inkubiert. Anschließend wurde der gesamt Proteinextrakt (20 µg) im 
nach SDS-PAGE und Westernblot auf die Expression COX2, p27Kip1 und PCNA (letzteres als 
Ladekontrolle) mit spezifischen untersucht. Der COX2 Antikörper zeigt eine unspezifische 
(unspez.) Bande unterhalb der eigentlichen Bande bei 72 kDa. Die Abb. ist repräsentativ für 
drei unabhängige Experimente. 
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Abb. 5.5: BDE47hg führt nicht zur Induktion verschiedener potentiell neuer AhR-
Zielgene In 5L (AhR+) Zellen. Nach 24 h Inkubation mit TBDF (1 nM) und  BDE47hg 
(10 µM) in 5L (AhR+) und BP8 (AhR-) Zellen wurde die Expression der folgenden Gene mit 
spezifischen Primern untersucht (von links nach rechts, oben nach unten): Pla2g2A, Cxcr7 
(Cmkor1), Ccl20 (Mip3α), CcnA2, Brca2, Rad51, Aurok, Serpin1, Rbp4, Cyp2F2, RevErbβ 
und Sim2.  Die dargestellten Ergebnisse sind auf die Kontrolle bezogen und auf die 
Expression von β-Aktin innerhalb jeder Probe normalisiert. Die Lösungsmittel DMSO und 
Toluol hatten keinen Einfluss (jeweils 0,05 % [v/v]). Die Mediane und Standardabweichungen 
repräsentieren drei bis fünf unabhängige Experimente. Statistisch signifikante Änderungen 
der Expression sind durch Sterne gekennzeichnet (T-Test, * p-value ≤ 0,05, ** p-
value ≤ 0,01, *** p-value ≤ 0,005).  
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